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Kurzreferat

Das Schwangerschaftshormon humanes Choriongonadotropin (hCG) beeinflusst erwiesenermalien
sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem und tragt auf diesem Weg auch zur
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft bei. Es wurde gezeigt, dass hCG eine Migration von humanen
regulatorischen T-Zellen (Trg) zur fetomaternalen Grenzflache unterstitzt und im Mausmodell die
Anzahl und die immunsuppressive Funktion der Try erhoht. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob hCG und hCG-produzierende humane Trophoblastenzellen eine Induktion von Treg aus
humanen CD4*FoxP3" T-Zellen bewirken und die suppressive Kapazitit der T-Zellen fordern. Daftr
wurden CD4*FoxP3- T-Zellen aus dem Blut von Schwangeren isoliert und zusammen mit hCG-
produzierenden Trophoblastenzellen (JEG-3, HTR-8) und nicht-hCG-produzierenden Zelllinien
(SWAN-71, HaCat) kultiviert. Um die Wirkung eindeutig dem hCG zuordnen zu kdnnen, wurden die
Versuche auch unter Hinzugabe eines anti-hCG-Antikorpers durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgten
analoge Versuche mit rekombinantem oder urin-aufgereinigtem hCG. Nach erfolgter Kultur wurde die
Anzahl an CD4*FoxP3* Trg ermittelt und die suppressive Kapazitat der Gesamt-T-Zellen bestimmt.
Sowohl hCG-produzierende JEG-3-Zellen als auch rekombinantes und urin-aufgereinigtes hCG fiihrten
zu einer Induktion von CD4*FoxP3* Trg aus CD4*FoxP3" T-Zellen. Eine Blockade des hCG verminderte
die Induktion. Weiterhin wurde die suppressive Kapazitdt der CD4*FoxP3- T-Zellen durch hCG-
produzierende JEG-3-Zellen antigenunabhédngig erhoht. Die vorliegende Arbeit vermittelt demnach

weitere Ansétze, wie das weibliche Immunsystem zum Schutz des Feten moduliert wird.

Schlisselworter: fetale Toleranz, humanes Choriongonadotropin, regulatorische T-Zellen,

Schwangerschaft, Trophoblastenzellen



Inhalt

1] 0 TP PP PP RO PS PP PPPOPPTOP 1
1. ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ... eiiiie ettt ettt et et e et e e st e e s bt e s sbbe e sabeesabeesabaeebeeesaneas 4
D X1 o] =11 AU o =SSP 6
2.1. Die SChWaNZEISCNATL ...t ettt e st be e e sabe e sabeesbeeeaeee 6
2.1.1. Von der Ovulation bis zur IMplantation ..........coeeiiinie e 6
2.1.2. Embryonal- und FEtalperiode .......co.euiiiieeeee et 7
2.1.3. D€ PlazZeNta.. .o eii ittt ettt ettt et et e bt e be e e nate e be e s be e e beeenaeeenares 7
2.1.3.1. EntWicklung der Plazenta........ooccuiei ittt e e e e sae e e e aeeeeaes 7
2.1.3.2. Architektur und FUnKtion der PIazenta.......coccuvevieerieeiniieeiiecniecsieceiee et 8
2.2. BT AN oo o AR P O TSP P P PP P PO UPTO PRI 9
2.2.1. D INIEION. ¢ttt ettt et e et e b e e ae e e s b e e sbe e e be e e nneeenaeeas 9
2.2.2. oY To [Ta a1 1o] Lo} =41 TSRO RPRPRI 9
2.2.3. ADOMEFOIMEN <.ttt ettt et e st e et e s be e e s abe e sbeeebeeenaeeas 9
2.2.3.1. HabitUBIHIEr ADOIT ...eieiiieieeeee ettt ettt e e ate e sabeesbeeenees 10
2.2.4. UPSACNEN ettt ettt ettt e a et e s at e e st e e st e e e bee e eabeeeabeesabeeebeeenee 10
2.3, SchwangerschaftSimmMUNOIOZIE. .......cciiiiriiiiie et e e s be e s aaeenaee s 11
2.3.1. Paradoxon der SChwangerschaft ..........oovieeiiiiniieiie e 11
2.3.2. Fetale AdaptationsmechanisSmen ...........ooovvii i 11
2.3.3. Maternale AdaptationsmMechaniSMEN ...........ooocieiieiiiee e 13
2.3.3.1. Zellulare MeChaniSMEN .....couii e ettt e saee e e s b e e 13
2.3.3.2. Molekulare MeChaniSmMEN ........ceoviiiiiie ettt st e 13
2.4,  CD4*CD25'FoxP3* RegulatorisChe T-ZellEN........uei it e s 15
2.4.1. 2] o= Ta Yo 4 PR 15
2.4.2. Y] o187/ o 1=T  JP PP 16
2.4.3. TregZeI-GENEIIEIUNG . ...ee ittt et ettt e et e e sae e e sabeesbeesbeeeaneeesareeans 17
2.4.3.1. Generierung der Treg iM TAYMUS (NTreg) eveerreerreeneenienieenieenieeneenieesieesieesieesiee s sieesaeesaees 17
2.4.4. Allgemeing FUNKLIONEN VON Treg.eeeaureerieeriiiieiiieeiieenieeeite ettt e st e e see e saee e e e sbee e 17
2.45. Funktionen von Treg in der Etablierung und Aufrechterhaltung der Schwangerschaft.... 18
2.5. Humanes Choriongonadotropin (NCG) .......ccccueeiuieeiieeciieeciee ettt cte e ete e etre e sare e s be e e ta e e saaeeennes 19
2.5.1. Struktur UNd VOrKOMMEN ..ottt ettt e eee s 19
2.5.2. FUNKEIONEN 1.ttt ettt ettt et sttt et e e beebeebeesbe e 20
2.5.3. hCG alS IMMUNTEGUIALON ..eeieeeiiee e e e s e e et e e e enrees 21

D T A 1= 1 =1 | 1] oY= U SRRSO 21

3. Material UNG MEENOUEN .. ...eee s snssaanan 23




3.1. 1Y Y =T A= AR RRRRPRRTRRRRN 23

3.1.1. AllZeMEINE LabOrgEIrate ....cocuii ittt ettt ettt 23
3.1.2. SOTEWAIE 1.ttt ettt b et b e b e b e b e at e s a e bt e bt e saaeeateeaeas 23
3.1.3. ZEIKUILUR ettt ettt et e s e st e s bt e s sbbe e s abeesbeesbeeesabeesabeesabeeennns 23
3.1.4. Magnetische ZelliSOHEIUNG ......oeei e e errrre e e e e e e s arare e e e e e e e ennes 24
3.1.5. DUIChTIUSSZYtOMELIIE .. iuieiieeetee ettt et et e e s b e e s bee e e 24
3.1.6. ChemMIKAIEN ... ettt b e e sne e e s e e s b e e ree e nnee s 24
3.1.7. KURUPMEAIEN <. sttt s be e e e s e s r e e 24
3.1.8. PUT O e ettt ettt et et e st e bt e e at e et e e s abeesbeeeaees 24
3.1.9. ENZYME UNA PrOtEINE ..ottt e et e e e e e e et eee e e e e e e s araaeeeeeeesnnnnes 25
3.1.10. A o Td] CoT g o 1] PP UP PP 25
3.1.11. [ KPP PP PP PPPPPPPPPNt 25
3.1.12. Immortalisierte Zellen und ZellliNIEN .....cooveiiiieiiiece e 26
3.1.13. ZElIKUIUIMEAIN <.ttt et e se e et e st e et e e bee e abeesbeeeanee 26
3.2. V1= aToTe (=] o DA OO TP U VU P PP PPPOTOUPTRPRPTRPRRO 27
3.2.1. ZEIKUITUL .t e e et e et ae e e et e e e e e ateeeesntaeeeenabaeeeensreeesanraneeanns 27
3.2.1.1. Auftauen der ZellliNIEN ... e e 27
3.2.1.2. Kultivierung und Passagierung der Zelllinien ........ccoccuverieiiieiniieiieeee e 27
3.2.2. Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMZ) aus dem Blut von
SCRWANGEIEN FIraUEBN ....eiiieiieeeiiiee e ecettee e tee e ettt e e e ee e e st e e e sa e e e esnteeessnteeeesnseeeeennsenaeanns 27
3.2.2.1. Probengewinnung (BIUtentnahme)..........ooouveiiiiee e 27
3.2.2.2. [SOIQLION AEF PBIMIZ ...ttt ettt et ettt be e e bt e et e e s abe e e beeenee 28
3.2.2.3. Isolation von CD4*CD25T-Zellen mittels Magnetischer Zellsortierung...........ccoveeeeuneee.. 28
3.2.3. Kokultur von CD4*FoxP3" T-Zellen mit verschiedenen Zelllinien...........cccceeiveenieenneenee. 29
3.2.4. Stimulation der CD4*FoxP3" Zellen mit hCG und Blockierung mit einem anti-hCG-AK....29
3.2.4.1. Bestimmung der Neutralisationsfahigkeit des hCG-Antikorpers......ccccceveeveeeecvveeecnnennn. 29
3.2.4.2. Kokultur der CD4*FoxP3" T-Zellen mit JEG-3-Zellen bei gleichzeitiger Blockierung des
GG ettt ettt e b bttt b e et e e bt et e et e et e et e e beebeenteebeebeenreen 30
3.2.5. Kultur der CD4*FoxP3- T-Zellen mit rekombinantem (rhCG) oder Urin-aufgereinigtem
(UNCG) NG ettt ettt e e e e e e eeeeeeeeteeeeseeeseseeeteeeeeseeeeseseeeeeeeees 30
3.2.6. Kokultur von CD4*FoxP3" T-Zellen mit JEG-3-Zellen oder rhCG und anschliefender
gemischter LeuKOzZyten-REAKEION .......ccveieviieee ettt ettt et eerae e e nree s 30
3.2.6.1. Bestimmung der Proliferationsrate der autologen und allologen Zellen mittels
CFDA-SE-IMArKIEIUNE .. vveeeeetreeeecitreeeeeteeeeecreeeestreeeesteeeeestbeeeessseseessbaeeeeasbaseessseseesnraneesnns 32
3.2.6.2. Markierung der autologen und allologen T-Zellen mit CFDA-SE.......c..ccccoevvveeecveeeeennennn. 32
3.2.7. DT 0 o o} VT AV o3 o V=Y o o SR 32
3.2.7.1. Prinzip der DUrchfluSSZYtOMEL . ....ccccvvei ettt 32
3.2.7.2. Extra-und intrazellulare FArDUNG .........oove i 34
3.2.7.3. Auswertung der durchflusszytometrischen Daten .........cccceeeecveeieiiieee e ecreee e, 35




3.2.8. Enzyme Linked ImmuNoSOrbent ASSAY ......c..eeeeiiieiieiiiie et estee e e e 36
3.2.8.1. ELISA zum Nachweis der B-hCG-Sekretion der Zelllinien.........cccooeeeeviiiniiinieeniieeeeee 37
3.2.8.2. ELISA zum Nachweis der Progesteronproduktion von Maus-Leydig-Tumorzellen.......... 37
3.2.8.3. ELISA zum Nachweis von IL-10 und TGF-P ......cccooiiiiiiiiiiiiiiiniiccecee 37
3.2.9. Statistische AUSWErtUNg der DateN........ccueiiieiiiiiieiie ettt e 37
O 14 =01 o T o1 1YY= USRI 39
4.1.1. hCG-Bestimmung im Uberstand verschiedener Zelllinien...........cccoceveveveveveeeererererenne. 39
4.1.2. hCG-produzierende JEG-3-Trophoblastenzellen bewirken eine Konversion von
CDA4*FoxP3" T-Zellen zu CDA*FOXP3* Treg-ZelleN.....coiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 40
4.1.3. Die Kultur von CD4*FoxP3 T-Zellen mit Trophoblastenzellen und Keratinozyten
beeinflusst die Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen .......cccccceevvveeevcveeeennee. 42
4.1.4. Bestimmung der Neutralisationsfahigkeit des hCG-Antikorpers......ccccceevevevevcvveeesnnenn. 43
4.1.5. Die Blockierung von hCG verhindert die JEG-3-Zellen-induzierte Konversion von
CDA4*FoxP3" T-Zellen zu CD4A*FOXP3* Treg-ZelleN.....cooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 43
4.2. Die Zugabe von rhCG und uhCG bewirkt eine Konversion von CD4*FoxP3" T-Zellen zu
CD4*FoxP3* Treg-Zellen, hat aber keinen Einfluss auf die Produktion von IL-10 und
LT S C ST 45
4.3. Die Kultur mit hCG-produzierenden JEG-3-Zellen steigert die suppressive Kapazitat der
CDAYFOXP3 T-ZEIIBN. ettt ettt ettt st et be e st e e s be e s bteesabeesabaeenens 47
LT B 11 (U 133 o o SRS 50
5.1. hCG induziert die de-novo Synthese von Treg aus CD4*FoxP3 T-Zellen.........c.coceevennenee. 51
5.2. Die Behandlung von CD4*FoxP3" T-Zellen mit hCG erhoht die Fahigkeit zur
[aaTa a1 a U1 o] o] =11 o o PO SO PP PP R OPPTPPPPPRO 53
5.3. Die hCG-vermittelte immunsuppressive Wirkung von Treg wird weder durch die
Oberflachenmolekiile CTLA-4 und PD-1 noch durch die Zytokine TGF- B und IL-10
V2T 0 =] S 54
6.  Zusammenfassung UNA AUSDIICK .......cccuveiiiiiiee et e e e e sabe e e e e ear e e e e arree e e nrees 57
Y A V1Y T o1 0 =T o1 7= T3 =TSR 58

LIteraturVerzeiChnis ... 60




1. Abkilrzungsverzeichnis

AK

APZ

ART

BSA

CD

CFDA-SE

CSFE

CTLAA4

DFz

DMEM

DMSO

Dz

EDTA

ELISA

FACS

FBS

FoxP3

FSC

hCG

HLA

HRP

IDO

Antikdrper

Antigenprasentierende Zellen

technisch assistierte Reproduktionsverfahren (engl. assistent reproductive techniques)
Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)

Unterscheidungsgruppen immunphénotypischer Oberflachenmerkmale von Zellen
(engl. cluster of differentiation)

Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester

zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen 4

Durchflusszytometrie

Dulbecco‘s Modified Eagle Medium

Di-Methyl-Sulfoxid

Dendritische Zellen

Ethylendiamintetraacetat

Festphasenenzymimmunoassay (engl. enzyme linked immunosorbent assay)
Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (engl. fluorescence-activated cell sorting)
fetales Rinderserum (engl. fetal bovine serum)

Forkheadbox Protein 3

Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter)

humanes Choriongonadotropin

Humanes-Leukozyten-Antigen

Meerrettich-Peroxidase (engl. horse raddish peroxidase)
Indolamin-2,3-Dioxygenase

Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin

In-vitro-Fertilisation




LH
LAG-3
MACS
MEM
MHC
MLTC
MZ
NK-Zellen
Nrp-1
PBS
PD-1
rhCG
RPMI
RT
S.E.M.
SSC
Th
TMB
TNF-a
Treg
Trl-Zellen
uhCG

VIP

luteinisierendes Hormon

Lymphozyten-Aktivierungsgen 3

Magnetische Zellisolierung (engl. magnetic activated cell sorting)
Minimum Essential Medium

Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. major histocompatibility complex)
Maus-Leydig-Tumorzelle

Mastzellen

Naturliche-Killer-Zellen

Neuropilin-1

Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline)
Programmed death-1

rekombinantes hCG

Roswell Park Memorial Institute 1640

Raumtemperatur

Mittelwerte mit Standardabweichung der Mittelwerte
Seitwartsstreuung (engl. side scatter)

T-Helferzellen

Tetramethylbenzidin

Tumor Necrosis Factor-a

Regulatorische T-Zellen

Typ-1 regulatorische T-Zellen

urin-aufgereinigtes hCG

Vasoaktives intestinales Peptid




2. Einleitung

2.1. Die Schwangerschaft

2.1.1. Von der Ovulation bis zur Implantation

Im Verlauf des Ovarialzyklus der Frau wachsen im Ovar unter dem Einfluss des follikelstimulierenden
Hormons 5-15 so genannte Primordialfollikel heran. Einer dieser Follikel reift zum Graf-Follikel.
Wahrend des Reifungsprozesses finden permanent Zelldifferenzierungsvorgange statt, die fir die
Reifung der Eizelle und die Vorbereitung der Endometriumschleimhaut essenziell sind. Etwa 14 Tage
vor Beginn der nachsten Regelblutung kommt es zu einem steilen Ostrogenanstieg, welcher die
Hypophyse zur Freisetzung von luteinisierendem Hormon (LH) anregt. LH 16st dann die Ovulation aus.
Die Oozyte hat zu diesem Zeitpunkt die erste Reifeteilung abgeschlossen. Aus der Wand des geplatzten
Follikels bildet sich im Ovar unter dem Einfluss von LH der Gelbkdrper (Corpus luteum). In der
Ampulle findet in der Regel die Verschmelzung der mannlichen und weiblichen Keimzellen statt und
die Eizelle beendet die zweite Reifeteilung. Durch die Befruchtung ist nun ein diploider, also
vollstandiger, Chromosomensatz entstanden. Die Eizelle erreicht circa am dritten Tag nach der
Befruchtung im 12- bis 16-Zellenstadium als Morula die Geb&rmutterhdhle. Durch die Ausbildung einer
Hohle wird sie zur Blastozyste, welche sich aus einer aulieren Zellschicht, dem Trophoblasten und einer
inneren Zellschicht, dem Embryoblasten, zusammensetzt. Aus ihm entwickelt sich der eigentliche
Embryo. Zwischen dem 5. und 6. Tag heftet sich die Blastozyste der Endometriumschleimhaut an und
dringt im Verlauf der 2. Woche in diese ein. Dieser Vorgang wird als Implantation bezeichnet
(Abbildung 1). Der Trophoblast beginnt das Schwangerschaftshormon humanes Choriongonadotropin
(hCG) zu bilden, welches die Umwandlung des Gelbkérpers in ein Corpus luteum gravidatis bewirkt.
Hierdurch wird ein Abfall des Progesteronspiegels verhindert. Die hCG-Produktion darf als erste
wesentliche Differenzierungsleistung des Embryos betrachtet werden. Ein Defekt in diesem
Mechanismus fiihrt zum Abort (Sadler et al. 2003, S. 25 ff).

Tag1 Beginn der Tag2 —
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Abbildung 1: Die Oozyte von der Befruchtung bis zur Implantation. (Quelle: (DRZE))




2.1.2. Embryonal- und Fetalperiode

Innerhalb der Embryonalperiode differenziert sich der Embryoblast Gber die zweiblattrige zur
dreiblattrigen Keimscheibe, bestehend aus dem Ektoderm, dem Mesoderm und dem Entoderm, aus
denen sich die Organe des Embryos entwickeln. Nach Abschluss der achten Entwicklungswoche ist die
Organogenese weitestgehend abgeschlossen. Ab der neunten Schwangerschaftswoche beginnt die
Fetalperiode, die vornehmlich von Wachstum und Reifung des Feten bestimmt wird (Sadler et al. 2003).
Eine Schwangerschaft wird in Drittel (Trimena, Einzahl Trimenon), also 3 Abschnitte von etwa 3
Monaten Dauer (je ca. 13 Wochen) eingeteilt. Durchschnittlich 38 Wochen post conceptionem beendet
die Geburt die Schwangerschaft.

2.1.3. Die Plazenta

2.1.3.1. Entwicklung der Plazenta

Die Plazenta geht aus den Zellen des Trophoblasten hervor und entsteht mit dem Zeitpunkt der
Einnistung der Blastozyste in das Endometrium. Der Trophoblast differenziert sich dabei in eine innere
und eine &ulRere Zellschicht. Die innere Zellschicht, der Zytotrophoblast, grenzt an die Fruchthdhle und
dient als Proliferationsreservoir fiir die &ulere Zellschicht, den Synzytiotrophoblasten. Dieser wachst
mit seinem &ulReren Anteil (extravilldser Trophoblast) durch Sezernierung von Proteasen invasiv in die
Gebarmutterschleimhaut, die wahrend der Schwangerschaft als Dezidua bezeichnet wird, bis in die
Muskulatur ein. Der innere Teil bildet durch Gewebeeinschmelzungen Hohlrdume (Lakunen), die ein
Reservoir mutterlichen Blutes darstellen. In die Trabekel zwischen den Lakunen wachsen ausgehend
vom Zytotrophoblasten Zellen zottenartig ein. In ihnen bilden sich fetale BlutgefaRe, die sich mit den
NabelschnurgefaRen verbinden (Abbildung 2). Die fetoplazentare Zirkulation ist somit angelegt. Die
Zotten durchlaufen wahrend der Schwangerschaft verschiedene Stadien, die an die sich verandernden
Bedirfnisse des Fetus angepasst sind. So ist die Diffusionsstrecke fiir Nahrstoffe und Sauersoff am
Anfang der Schwangerschaft durch Fibrosierungsprozesse innerhalb des Zottenbaums und die
Kaliberstarke des Zytotrophoblasten sehr grof3. Dennoch ist ein Austausch — wenn auch in geringem
MaRe — anzunehmen. Im Verlauf nimmt der Bindegewebsanteil der Zotten proportional zu den
steigenden Anforderungen des Feten ab und weicht einem zunehmenden Wachstum der kapillaren
GeféRe, die sich letztlich so stark an den Rand der Zotten dréngen, dass die Diffusionsstrecke am Ende
nur noch 4-5 um betragt. Der permanente Austausch zwischen fetalem und matterlichem Blut ist somit
zu allen Zeitpunkten gewahrleistet und von groRer Bedeutung fiir das Uberleben des Fetus (Kiechle
2011, S 167 ff).
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Abbildung 2: Querschnitt durch eine Primdrzotte.
1. Miitterliche endometriale Arteriole

2. Miitterliche endometriale Venule

3. Amnion

4. Fetale Blutgefdf3e

5. Zottenzwischenraum mit miitterlichem Blut
6. Chorionzotten

7. Endometrium

8. Chorion

9. Nabelschnurvene

10. Nabelschnurarterie

11. Schleimhautbindegewebe

12. Nabelschnur

(Quelle: (harunyahya.de))

2.1.3.2. Architektur und Funktion der Plazenta

Innerhalb der ersten Monate der Schwangerschaft durchlduft die Plazenta auch hinsichtlich ihrer
makroskopischen Architektur diverse Differenzierungsprozesse. Verallgemeinernd ldsst sich
zusammenfassen, dass die Zotten des abembryonalen Pols obliterieren und mit der gegentiberliegenden
Endometriumschleimhaut (Dezidua parietalis) verschmelzen. Hieraus entwickeln sich im Folgenden
die Eihaute!. Hingegen breiten sich die Zotten des embryonalen Pols weiter aus und bilden zusammen
mit der anliegenden Dezidua basalis die kompakte Basalplatte. Diese ist Grundlage fiir die Bildung der
eigentlichen Plazenta. Etwa ab dem vierten Monat l&sst sich diese in einen matterlichen und einen
fetalen Anteil untergliedern (Tabelle 1) in deren Ubergangsbereich der fetomaternale Austausch
stattfindet (Sadler et al. 2003, S. 104 ff).

Tabelle 1: Austauschfunktionen der Plazenta (Quelle: Duale Reihe Gyndkologie und Geburtshilfe, S. 445)

Vorgang Substanz |
Aktive Austauschmechanismen
e aktiver energieverbrauchender anorganische lonen, Fettsauren, Aminosauren,
Transport (z.T. enzymatisch) Vitamine, Hormone
e Pinozytose Proteine, Lipide, Immunglobuline (1gG)
Passive Austauschmechanismen
¢ einfache Diffusion (entlang eines Oz, CO», Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin,
Konzentrations- oder Druckgefélles) Wasser, Medikamente
¢ erleichterte Diffusion (Bindung an Glukose, Laktat
Tragermolekiile)
o Diapedese (Durchtritt Gber Liicken in Erythrozyten, Leukozyten, Medikamente mit
der Gefallwand) Molekulargewicht Giber 600, Viren, Bakterien,
Protozoen

! Die Eihaute gehen aus der Verschmelzung von Amnion, Chorion und Dezidua parietalis hervor.




Die Funktionen der Plazenta sind demnach vielfaltig. Neben dem Austausch von Atemgasen, Energie-
und Né&hrstoffen seien im Kontext dieser Arbeit insbesondere die Bildung von Hormonen und die
immunologischen Aufgaben hervorgehoben. So werden vom Synzytiotrophoblasten Ostrogene
produziert, die vor allem der Vorbereitung des Uterus auf die Geburt — beispielsweise der
Energietragerbereitstellung im Myometrium oder der Zervixreifung — dienen. Auch die Bildung von
Progesteron, héufig als Schwangerschaftsschutzhormon bezeichnet, da es unerlasslich zur
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft ist, wird in Teilen von der Plazenta geleistet. Nicht zuletzt sei
auch die Sekretion von hCG erwahnt, welches aufgrund seiner zentralen Bedeutung fur die vorliegende
Arbeit in einem gesonderten Abschnitt ausfihrlich besprochen wird. Die immunologische Funktion der
Plazenta dient vor allem der Unterstiitzung der Immuntoleranz des mitterlichen Organismus gegeniiber
dem Fetus. Eine detaillierte Beschreibung der sowohl passiven als auch aktiven Toleranzmechanismen

finden sich im Kapitel 2.3 Schwangerschaftsimmunologie (Kiechle 2011, S. 173 ff).

2.2. Der Abort

2.2.1. Definition

Ein Abort (Synonym: Fehlgeburt) ist der ,,Abgang einer Frucht vor dem Erreichen der Lebensfahigkeit;
die Grenze der Lebensfihigkeit [...] wird [...] bei 22-24 Schwangerschaftswochen oder 500 g
Geburtsgewicht angesetzt; jenseits dieser Grenze spricht man entweder von Friihgeburt (wenn das Kind
lebt) oder Totgeburt.” (Vgl. Reuter 2007, S. 5)

2.2.2. Epidemiologie

Die Inzidenz von Spontanaborten liegt zwischen 10 % und 70 %. Die starke Schwankung liegt dabei
vor allem in der Nichterkennung der Schwangerschaft zu einem sehr friihen Zeitpunkt, respektive vor
dem zweiten Trimenon, begriindet. So wird diesbezuglich sogar eine Dunkelziffer von bis zu 50 — 70 %
angenommen (Kiechle 2011, S. 183).

2.2.3. Abortformen

Pathophysiologisch und klinisch lassen sich vier verschiedene Abortformen unterscheiden: beim
Abortus imminens (drohender Abort) ist die Schwangerschaft noch intakt. Die klinischen Symptome
wie vaginale Blutungen und eventuell ziehende Unterbauchschmerzen, welche reaktiven Kontraktionen
der Uterusmuskulatur entsprechen, sind in der Regel voriibergehend, sodass in den meisten Fallen nicht
mit einem Verlust der Frucht zu rechnen ist. Ist eine Fehlgeburt unaufhaltsam, so spricht man je nach
zeitlichem Stadium von Abortus incipiens (beginnender Abort), Abortus incompletus (unvollstandiger
Abort; Frucht in Teilen bereits abgegangen), beziehungsweise Abortus completus (vollstdndiger Abort).
Wird die Frucht erst Tage oder Wochen nach ihrem Absterben ausgestol3en, wird dies als Missed
Abortion (verhaltener Abort) bezeichnet. Eine spezielle Form ist das sogenannte Windei, eine

Fehlanlage des Keims, bei der lediglich eine Fruchthéhle ohne Embryo entsteht. Verlduft eine
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Frihgeburt infektionsbedingt als septischer Abort, so stellt dies eine lebensbedrohliche Komplikation

fur die Frau dar.

2.2.3.1. Habitueller Abort

Erleidet eine Frau zwei oder mehr Fehlgeburten in Folge, wird dies als habitueller Abort bezeichnet.
Die Haufigkeit betragt 0,5-1 auf 100 Schwangerschaften. Pathogenetisch spielen unter anderem
chromosomale Aberationen eine Rolle. In vielen Féllen ist jedoch trotz intensiver Diagnostik keine
Pathologie sichtbar; hier werden insbesondere Stérungen immunologischer Toleranzmechanismen als
Ursache vermutet (Vgl. Tabelle 2). In diesem Zusammenhang sei hier auf das
Antiphospholipidantikdrpersyndrom als Autoimmunerkrankung als haufige Ursache verwiesen,
welches klinisch durch thrombembolische Ereignisse, Wachstumsretardierung des Feten mit
anschliefendem intrauterinem Fruchttod zumeist im zweiten Trimenon einhergeht (Kiechle 2011, S.
189 f).

2.2.4. Ursachen

Die Ursachen fiir einen Abort sind vielseitig und kénnen sowohl fetaler als auch maternaler Genese sein.
Héaufigster Grund fir einen Spontanabort ist hierbei eine genetische Anomalie des Feten, allen voran
der Formenkreis der Chromosomenanomalien. Von miutterlicher Seite konnen unter anderem
Gelbkorperinsuffizienzen und der damit einhergehende Progesteronmangel aber auch Infektionen sowie
Fehlbildungen der Gebarmutter zu einem Abort flhren. Eine Zusammenfassung der wichtigsten

Abortursachen findet sich in Tabelle 2.

Tabelle 2: Wichtige Abortursachen (Quelle: modifiziert nach (Kiechle 2011, S. 184)

Miuitterliche, fetale und exogene Abortursachen

e genetische Anomalien des Embryos/Feten

e  Gelbkérperinsuffizienz

o Infektionen (lokal-aszendierend oder systemisch-hdmatogen)

e Uterusanomalie (Fehlbildungen, Myome, intrauterine Synechien)
e immunologisch bedingt

e  Zervixinsuffizienz

o mitterliche Erkrankungen (Bsp. Stoffwechselerkrankungen)

e exogene Noxen

Eine Abortform, die sich nicht als ausschliellich fetal respektive maternal klassifizieren lasst, ist der
immunologisch bedingte Abort. In diesem Fall bedingen genetische Konstellationen zwischen
mutterlichem und vaterlichem Gewebetyp eine fehlerhafte Ausbildung der fiir die Implantation und
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft notigen immunologischen Toleranz. Es kommt also zur

AbstoRung des Feten aufgrund der vaterlichen Antigene, die der mutterliche Organismus als fremd

10



erkennt. Mit den expliziten Mechanismen der Immuntoleranz zwischen Mutter und Fetus beschaftigt

sich das Themengebiert der Schwangerschaftsimmunologie (Kiechle 2011, S.184).

2.3. Schwangerschaftsimmunologie

2.3.1. Paradoxon der Schwangerschaft

Aus immunologischer Sicht stellt die Schwangerschaft eine Herausforderung dar, gilt es doch in dieser
Zeit ein empfindliches Gleichgewicht zwischen verschiedenen Organismen aufrechtzuerhalten. Der
miitterliche Organismus fungiert nicht nur als Triger, sondern auch als ,aktiver Versorger” einer
wachsenden Frucht, die er zu 50 % als fremd identifizieren und abstoRen miisste. Uber die Jahre
entwickelten sich zahlreiche Theorien bezuglich der hierfiir relevanten Mechanismen, wobei zunéchst
eine physische Trennung in Form von untberwindbaren Barrieren zwischen Fetus und Mutter postuliert
wurde. Eine weit verbreitete Theorie konstatierte die absolute Undurchlassigkeit der Plazenta und somit
eine vollstandige Trennung von miitterlichem und fetalem Blutstrom (Medawar et al. 1953). Es wurden
dementsprechend eher passive Mechanismen, die eine ortliche Trennung von maternalen und fetalen
Antigenen ermdglichen, angenommen. Allerdings stellten sich diese Theorien samtlich als unzureichend
heraus. Ein Ubergang von fetalen Zellen in den mitterlichen Organismus konnte ebenso belegt werden,
wie das Vorhandensein maternaler Zellen im Fetus (Adams 2006). Dieses Phadnomen des
Mikrochimerismus tritt laut neueren Studien bereits in der Frihschwangerschaft auf (Khosrotehrani et
al. 2005; Zenclussen et al. 2010). Nach und nach wurden weitere aktive Adaptationsmechanismen
konstatiert, sodass bis heute eine Vielzahl von Prozessen differenziert werden konnten, die dem Wort
Adaptation auch Rechnung tragen, denn die Entwicklung eines semiallogenen Organismus innerhalb
eines Anderen ist keineswegs eine rein passive Leistung sondern vielmehr eine aufwendige Kaskade

hoch spezialisierter aktiver Regulationsmechanismen.

2.3.2. Fetale Adaptationsmechanismen

Die fetalen Uberlebensstrategien sind bisher wenig verstanden. Es wurden verschiedene Mechanismen
auf molekularer sowie zelluldrer Ebene beschrieben. Zunéchst seien in diesem Rahmen die Humanen-
Leukozyten-Antigene (HLA) genannt. HLA sind Glykoproteine, die in der Zellmembran verankert sind.
Sie gehodren zur Klasse der Immunglobuline und dienen dem Immunsystem zur Unterscheidung
zwischen korpereigen und korperfremd. Die Gene, die diese HLA Kkodieren, werden als
Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility complex; MHC) bezeichnet. Es
wurde gezeigt, dass klassische HLA der Klasse | und Il kaum beziehungsweise gar nicht vom
Trophoblasten exprimiert werden, wodurch eine Aktivierung von pro-inflammatorischen CD8* und
CD4" T-Zellen? reduziert ist (Hunt et al. 1987). Im Gegensatz hierzu findet eine Hochregulation nicht-
klassischer HLA statt, wodurch wiederum ein anti-inflammatorisches Milieu geférdert wird (Rouas-
Freiss et al. 1997).

2 CD = Cluster of differentiation; s.A. Kapitel 2.4
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Weiterhin wurde belegt, dass Trophoblasten Faktoren sezernieren, die eine Rekrutierung von
Monozyten bewirken und in diesen die Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen induzieren,
welche inshesondere fir die Implantation der Blastozyste von Bedeutung sind (Fest et al. 2007).

Des Weiteren seien an dieser Stelle die Immunregulation Uber das Fas-Fas-Liganden-System
(Makrigiannakis et al. 2001) sowie Uber eine Aktivierung des Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO) (Munn et al. 1998; Mellor und Munn 2001) erwéhnt, wobei flr beide gezeigt wurde, dass sie zwar
ein fetalfreundliches Milieu fordern, eine Schwangerschaft jedoch auch im Falle eines Defektes in
diesen Systemen erfolgreich verlauft (Rogers et al. 1998; Baban et al. 2004).

Schon seit vielen Jahren ist die Bedeutung der T-Helferzellen (Th) fir die erfolgreiche
Schwangerschaft bekannt. Das Th1/Th2-Paradigma beschreibt dabei, dass die Balance zwischen Typ1-
(Th1-) Zytokinen und Typ2- (Th2-) Zytokinen fur den Schwangerschaftsverlauf entscheidend ist. Th2-
Zellen produzieren die Zytokine Interleukin (IL)-4, IL-10 und Transforming Growth Factor-f (TGF-p),
die zur Ausbildung eines schwangerschaftsférdernden Milieus beitragen (Piccinni et al. 1998; Dealtry
et al. 2000; White et al. 2004; Gorivodsky et al. 1999; Dunker und Krieglstein 2002). Dementgegen
wurden Thl-Zytokine wie IL-2, Interferon-y (IFN-y) und Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a) als
schwangerschaftsbeeintrachtigend (Lin et al. 1993; Raghupathy et al. 1999; Saito 2000) beschrieben. Es
wurde daher geschlussfolgert, dass eine Polarisierung in Richtung des Th2-Profils notwendig fur die
Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft ist. Allerdings konnten Studien belegen, dass Th2-
zytokindefiziente Mause normal schwanger werden kénnen (Svensson et al. 2001; Fallon et al. 2002).
Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass das Zytokinprofil aus dem Schwangerschaftsverlauf resultiert
und nicht umgekehrt. Das Th1/Th2-Paradigma wurde um die Th17-Zellen, welche eine hohe Expression
an IL-17 aufweisen, erweitert. IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches eine entscheidende
Rolle bei der Abwehr von extrazelluldren Bakterien spielt (Harrington et al. 2005; Park et al. 2005). Es
wurde gezeigt, dass Frauen mit habituellen Aborten eine erhghte Zahl an Th17-Zellen im Blut und der
Dezidua gegenlber Normalschwangeren aufweisen (Nakashima et al. 2010; Wang et al. 2010).
Dementgegen wurde belegt, dass Thl17-Zellen auch IL-10 produzieren, welches wiederum die
Proliferation und Zytokinproduktion von Thl-Zellen hemmen und somit zur Fetoprotektion beitragen
kann (Del Prete et al. 1993). Diesbeziiglich sind weitere Untersuchungen zur Rolle der Th17-Zellen in
der Schwangerschaft notwendig. In Zusammenhang mit dem Th1/Th2-Paradigma sind auch die yoT-
Zellen zu nennen. Sie sind eine Untergruppe der CD4" und CD8 T-Zellen, die sich in vermehrter Zahl
in der Dezidua und im Blut von Schwangeren finden. Sie sezernieren hauptsachlich die Zytokine IL-10
und TGF-B, in geringerem Maf3e auch TNF-a, IFN-y, IL-2 und IL-4. Es wurde gezeigt, dass ydT-Zellen
die Trophoblastenproliferation- und invasion férdern und die Apoptose von Trophoblastenzellen
unterdriicken, was insbesondere fir die Plazentation von Bedeutung ist (Fan et al. 2011).

Auf zelluldrer Ebene sind im Besonderen die regulatorischen T-Zellen (Trg) hervorzuheben, da
gezeigt werden konnte, dass sie nicht nur im Rahmen miitterlicher Adaptationsprozesse von Bedeutung

sind. Zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung ist die Anzahl an Trq im Organismus derart hoch wie in
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fetalen Geweben (Mold et al. 2008), wobei sie zudem in der Lage sind, mitterliche Antigene zu
erkennen und auf diese zu reagieren (Burt 2013). Eine ausfihrliche Beschreibung dieser Subform von
Immunzellen und ihrer Bedeutung findet sich im Kapitel 2.4 CD4"CD25"FoxP3" Regulatorische T-
Zellen. Wie diese Prozesse im Genauen reguliert werden, zu welchem Zeitpunkt das fetale
Immunsystem seinen Wandel zur ,normalen” Immunantwort vollzieht und welche weiteren

Mechanismen zum Tragen kommen, bleibt Gegenstand intensiver Forschung.

2.3.3. Maternale Adaptationsmechanismen

2.3.3.1. Zellulare Mechanismen

Die Akteure des zelluldren Immunsystems sind neben den Antigenpréasentierenden Zellen (APZ)
Granulozyten, Mastzellen (MZ), Naturliche-Killer-Zellen (NK-Zellen) und T-Zellen. Zu den APZ
zdhlen im Genaueren Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen (DZ). Die Wirkung
der APZ besteht darin Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und mittels HLA der Klasse Il auf der
Zelloberflache zu présentieren. In dieser Form konnen die Antigene von den T- und B-Zellen erkannt
und eliminiert werden. In der Tat sind es diese Zellen, die zu Beginn der Schwangerschaft als erstes mit
den vaterlichen Antigenen in Kontakt treten, wenn die Seminalflissigkeit in die Scheide gelangt. Es
konnte gezeigt werden, dass bereits diese erste Préasentation véaterlicher Antigene eine wichtige
Voraussetzung fur die Vorbereitung des mutterlichen Immunsystems sowohl auf die Implantation als
auch fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft darstellt (Robertson und Sharkey 2001). So geht
beispielsweise die Présentation véterlicher Antigene durch unreife DZ mit einer Erhéhung von Teg
einher, die spezifisch ebendiese schiitzen (Zenclussen et al. 2010; Wakkach et al. 2003). Auch MZ und
uterine NK-Zellen scheinen maBgeblich am Schwangerschaftserfolg beteiligt zu sein. Neben der
Interaktion mit Teg sind sie vor allem fir strukturelle Umbauprozesse des schwangeren Uterus von
Bedeutung (Croy et al. 2006; Varayoud et al. 2004). So beeinflussen sie die Angiogenese und
Ausbildung von Spiralarterien® (Linzke et al. 2014; Woidacki et al. 2015). Den uterinen NK-Zellen wird
des Weiteren ein begunstigender Einfluss auf die Trophoblasteninvasion zugeschrieben (Xiong et al.
2013; Parham 2004; Moffett und Colucci 2015).

2.3.3.2. Molekulare Mechanismen

Neben den zelluldren Mechanismen gibt es auch eine Reihe von Molekilen, die ein
schwangerschaftsfreundliches Milieu fordern. So unter anderem die Zytokine, spezifische Proteine, die
Wachstums- und Differenzierungsvorgange an bestimmten Zielzellen regulieren. In der Immunologie
werden sie auch als Mediatoren bezeichnet, da sie eine Kommunikation zwischen den verschiedenen
Immunzellen erméglichen. Einige seien in diesem Zusammenhang exemplarisch hervorgehoben: TGF-
B gilt als essenzielles Molekil im Besonderen flr die Implantation der Blastozyste (Robertson 2005).

Es wird vor allem von APZ und Ty produziert und ist zusammen mit I1L-10 eines der wichtigsten

3 Spiralarterien sind Arteriolen im Uterus, die wahrend einer Schwangerschaft die Versorgung des Embryos
sichern.
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antiinflammatorischen Zytokine zur Entwicklung von Immuntoleranz. Sowohl IL-10 als auch TGF-
wurden im Rahmen dieser Arbeit né&her untersucht. Selbstverstandlich spielen fiir die
Toleranzentwicklung noch zahlreiche andere Molekile eine Rolle, sowie diverse Interaktionen
zwischen diesen und den zelluldren Mechanismen des adaptiven Immunsystems. Das Polypeptid
Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES), welches vom Endomtrium
im Implantationsbereich aber auch von endometrialen T-Zellen und dem Trophoblasten gebildet wird,
kann die mutterliche Immunabwehr gegen vaterliche Antigene unterdriicken (Perez Leiros und
Rambhorst 2013) und flhrt zu einer Vermehrung von Trg. Auch das Vasoaktive intestinale Peptid (VIP),
welches sich in der Frihschwangerschaft an der feto-maternalen Grenzflache anreichert (Hill et al.
1996), fihrt zu einer Erh6éhung an Ty und bedingt einen tolerogenen Phénotyp von Makrophagen
(Fraccaroli et al. 2009). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass es insbesondere eine wichtige Rolle bei
der Embryogenese spielt, da eine Blockierung des Molekiils in der zweiten Schwangerschaftshalfte im
Mausexperiment zu einer Wachstumsretardierung und Mikrozephalie fuhrte (Hill et al. 1996). Ein
weiterer wichtiger Akteur ist das Galectin-1. Es gehort zur Gruppe der kohlenhydratbindenden Proteine
und reagiert mit Glykoproteinen, die von anderen Zellen auf ihrer Oberflache exprimiert werden,
beispielsweise mit von T-Zellen exprimiertem CD45. Es l6st auf diesem Weg die Apoptose aus und
tragt somit zur Immunregulation bei (Perillo et al. 1995). Neuere Studien haben gezeigt, dass Galectin-
1 nicht nur von der Plazenta (Jeschke et al. 2010), sondern auch von uterinen NK-Zellen (Kopcow et al.
2008), tolerogenen DZ (Joachim et al. 2003) und uterinen MZ (Woidacki et al. 2013) exprimiert wird.
Dabei scheint besonders das von MZ sezernierte Galectin-1 ein normales Wachstum und eine adéquate
Entwicklung des Feten zu gewahrleisten, indem es die Ausbildung von Spiralarterien und damit den
Vorgang der Plazentation begiinstigt (Woidacki et al. 2013). Ein weiteres Molekil, das die
Schwangerschaft auf verschiedenen Ebenen beeinflusst ist das Enzym Hamoxigenase-1 (HO-1). Ein
Fehlen des Enzyms fiihrt zu einer Akkumulation von freiem Ham, ein Eisenkomplexmolekdil, welches
sich zum Beispiel im Hamoglobin, dem roten Blutfarbstoff, findet. Es ist ungebunden toxisch und fiihrt
zu Schéaden im Implantations- und Plazentationsvorgang (Zenclussen et al. 2011). AuRerdem ist HO-1
fur die Auslosung der Ovulation mitverantwortlich (Zenclussen et al. 2012) und beginstigt weiterhin
die Ausbildung eines tolerogen Phéanotyps von DZ, welches wiederum zu einer Vermehrung von Teg
fiihrt (Schumacher et al. 2012). Nicht zuletzt sei hier auch auf die Bedeutung von Hormonen, wie zum
Beispiel Estradiol und Progesteron, verwiesen. Estradiol stimuliert zum einen die Expansion von T
(Polanczyk et al. 2004), zum anderen vermindert es die Produktion von IL-17 durch T-Zellen (Wang et
al. 2009). Progesteron verringert die Th-1-Antwort (Piccinni et al. 1995) und wirkt synergistisch mit
Galectin-1 (Blois et al. 2007). Die Kombination aus Estrogen und Progesteron fihrt zu einer
Rekrutierung vom MZ zum Uterus (Jensen et al. 2010), welche, wie bereits erwéhnt, bedeutsam fir die
Implantation und Plazentation sind (Woidacki et al. 2013). Das wohl bedeutendste

Schwangerschaftshormon ist das hCG, welches aufgrund seiner zentralen Rolle in der vorliegenden
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Arbeit in einem separaten Kapitel erldutert wird. Eine ausfuhrliche Auflistung aller bis heute

untersuchten Forschungsansétze wirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen.

2.4. CD4*CD25*"FoxP3* Regulatorische T-Zellen
Das menschliche Immunsystem lasst sich funktionell in ein angeborenes (unspezifisches) und ein
adaptives (spezifisches) Immunsystem untergliedern. Die Terminologie gibt bereits Aufschluss dartiber,
dass Zweites der Anpassung der Immunabwehr an sich verdndernde Umweltbedingungen
(beispielsweise in Form eines veradnderten Keimspektrums) dient. Die Zellen des adaptiven
Immunsystems vermogen Antigene spezifisch zu erkennen und gezielt sowohl mit zellularen
Abwehrmechanismen als auch mittels der Produktion von Antikdrpern zu reagieren. Neben den APZ
gelten zwei Zelltypen als wesentlich: B-Lymphozyten und T-Lymphozyten (Borghans et al. 1999). T-
Zellen im Allgemeinen entstehen im Knochenmark und wandern in ihrer Blastenform zum Thymus,
dem Ort der Ausreifung. Allen T-Zellen ist gemein, dass sie auf ihrer Oberflache den T-Zell-Rezeptor
zur Erkennung spezifischer Antigene besitzen. Dabei mussen diese zuvor an kdrpereigene HLA-
Molekiile gebunden sein und derart prasentiert werden. Je nach Art der exprimierten
Oberflachenmolekiile werden T-Zellen zunéchst in CD4* und CD8* T-Zellen untergliedert, wobei die
Art des so genannten Cluster of differentiation (CD) maRgeblich die Funktion der T-Zelle bestimmt.
Grob kann gesagt werden, dass das CD8-Protein die zytotoxischen T-Zellen markiert, wahrend solche
mit einem CDA4-Protein auf der Oberflaiche als T-Helferzellen bezeichnet werden.
Treg Sind eine Untergruppe der Th-Zellen (Sakaguchi et al. 1995), welche die Funktion besitzen
die Aktivierung des Immunsystems zu unterdriicken. Sie sind dementsprechend essenziell sowohl fiir
die Entwicklung der Selbsttoleranz, als auch fur die Allotoleranz, welche neben der Pravention von
Autoimmunerkrankungen und AbstofRung von Organtransplantaten (Sakaguchi et al. 1995; Kingsley et
al. 2002) auch fur die Immuntoleranz innerhalb der Schwangerschaft von Bedeutung ist (Mold et al.
2008; Zenclussen et al. 2005).

2.4.1. Phanotyp - ? S
Treg Werden anhand einer Kombination von Oberflachenmarkern iy

GITR

und einem Transkriptionsfaktor definiert, da bis zum heutigen Tage ..

kein Marker identifiziert wurde, der nicht auch auf anderen "\

Immunzellen exprimiert wird. So werden zur Charakterisierung und ‘
Isolierung von Teg unter anderem der Marker CD25, welcher der a-

TGF'B 1L-10

Kette des IL-2-Rezeptors entspricht, sowie die Marker Neuropilin-
1 (Nrp-1), zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen 4
(CTLA-4) und Programmed death-1 (PD-1) innerhalb der CD-4-T- ..., dung 3: Der Phiinotyp einer
Zell-Population  verwendet (Abbildung 3). Eine weitere CD4'CD25'FoxP3"Treg.

Die farbig hervorgehobenen Molekiile
Maoglichkeit besteht in dem Nachweis einer geringen Expression wurden in dieser Arbeit ndher betrachtet.
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des IL-7-Rezeptors (CD127). Als der geeignetste Marker zur Identifikation von T wurde bisher der
intrazelluldre Transkriptionsfaktor Forkheadbox Protein 3 (FoxP3) beschrieben, wobei auch dieser im
Menschen nicht vollkommen spezifisch ist, da beispielsweise humane Effektor-T-Zellen nach
Aktivierung eine transiente FoxP3-Expression zeigen (Wang et al. 2007). Eine der neuesten Methoden
zur Analyse von T, die derzeit als spezifisch gilt, bietet die Bestimmung von Teg-Spezifischen DNA-
Methylierungsmustern im FoxP3-Gen (Wieczorek et al. 2009).

2.4.2. Subtypen

Abhéngig vom Ort ihrer Entstehung lassen sich Trg in naturliche CD4*CD25"FoxP3* Treg-Zellen und
induzierte Ty untergliedern. Wahrend naturliche Trg im Thymus gebildet werden, entstehen induzierte
Trg durch Antigenstimulation in der Peripherie aus sogenannten naiven T-Zellen (Jonuleit und Schmitt
2003). Zu ihnen zéhlen Typ-1 regulatorische T-Zellen (Trl-Zellen), welche IL-10 sezernieren (Weiner
2001) und T-Helferzellen 3 (Th3), welche sich durch die Produktion von TGF-f auszeichnen. Sowohl
Trl- als auch Th3-Zellen konnten im Uterus nachgewiesen werden (Robertson 2000). Wéhrend die
Notwendigkeit der Tr1-Zellen in der Schwangerschaft fragwiirdig (White et al. 2004) und die der Th3-

Zellen noch weitestgehend unerforscht ist, ist die Bedeutung der natirlich vorkommenden T bewiesen.

O

/ CD4*CD25*FoxP3* T,,-Zelle
— Antigen (fremd >
oder selbst)

natlrliche
Teeg-Zellen

naive CD8* CD8* T,o,-Zelle ]

CD25- T-Zelle K]

N

Antigen (fremd 5

_| Antigen (fremd | g

O oder selbst) O 2

: 3

naive CD4* Th3-Zelle 2
CD25" T-Zelle

o

Trl-Zelle

Abbildung 4: Subtypen von Treg. Abbildung entnommen und modifiziert aus Literaturangabe (Mills 2004)
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2.4.3. Treg-Zell-Generierung

2.4.3.1. Generierung der Treg im Thymus (NTreg)

Der Entstehung von T-Zellen im Allgemeinen liegt ein Selektionsprozess von Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark im Thymus zugrunde, wodurch diese vor dem Durchtritt in die Blutbahn einer
Aviditatsprifung unterzogen werden. Thymale Stromazellen exprimieren hierfir den
MHC/Selbstantigen-Komplex, mit welchem der T-Zell-Rezeptor der T-Zelle interagiert (Itoh et al.
1999; Fontenot et al. 2005). Reagiert eine T-Zelle mit einer moderaten Aviditat, ist ihr der Durchtritt in
die Blutbahn durch die Blut-Thymus-Schranke gestattet (positive Selektion). Fallt die Aviditat zu hoch
oder zu gering aus, wird sie durch Apoptose eliminiert (negative Selektion) (Boehmer et al. 1989).
Besonders die Eliminierung von Zellen mit zu hoher Aviditdt tragt zur Prdavention von
Autoimmunkrankheiten bei und wird daher auch als zentrale Toleranz bezeichnet. Neben der zentralen
ist die periphere Toleranz von Bedeutung, die unter anderem daflir Sorge tragt, dass autoreaktive T-
Zellen, die der thymalen Selektion entgangen sind, dennoch unterdriickt werden. Dies ist die Aufgabe
der Treg. Natirliche Ty entstehen im Thymus durch eine veranderte Negativselektion: so geht man
davon aus, dass ihre Affinitdt zum MHC/Selbstantigen-Komplex etwas schwacher ist als bei der
Negativselektion, sich aber an der Grenze zur Positivselektion befindet.

moderate Aviditat
(Uberleben)

hohe Aviditat

geringe Aviditat (Apoptose)

(Apoptose)

Zellzahl

s

\

<«——— Moderat-hohe Aviditat
(Selektion und Generierung von T,)

Affinitat des T-Zell-Rezeptors zum MHC/Selbstantigen-Komplex

Abbildung 5: T..q entstehen im Thymus durch eine verédnderte Negativselektion; die Affinitidt zum MHC/Selbstantigen-
Komplex befindet sich an der Grenze zur Positivselektion (Abbildung entnommen und modlifiziert aus Literaturangabe (Guerin
et al. 2009))

2.4.4. Allgemeine Funktionen von Teg
Treg Sind in der Lage, die Aktivitat des Immunsystems zu supprimieren. Sie Uben diese Funktion zum
einen uber direkte Zell-Zell-Interaktionen mit anderen Immunzellen und zum anderen Gber die Sekretion

von anti-inflammatorischen Zytokinen aus. Sie wirken inhibierend auf CD4" und CD8" T-Zellen
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(Piccirillo und Shevach 2001), B-Zellen
(Lim et al. 2005), NK-Zellen (Ghiringhelli MakiBRee
et al. 2005), DZ und Makrophagen Mastzelle

(Cederbom et al. 2000; Misra et al. 2004;
Taams et al. 2005) entweder durch

B-Zelle

—

Hemmung der Proliferation oder durch
Unterdriickung ihrer Funktion
(Zytokinsekretion, Antikorperproduktion).
Fur die Vermittlung von Zell-Zell-
Interaktionen ist besonders CTLA-4 von
Bedeutung (Karman et al. 2012; Wing et al.
2011; Boehmer 2005). Sein Ligand ist das

Oberflachenmolekil CD80/ CDs8e, welches Abbildung 6: T..q supprimieren andere Immunzellen durch direkte

Zell-Zell-Interaktionen oder durch Zytokine, hier exemplarisch fiir

beispielsweise auf aktivierten T-Zellenund T-Effektor-zelle.

APZ exprimiert wird. Daneben scheinen

aber auch andere Molekile, wie das Lymphozyten-Aktivierungsgen 3 (LAG-3) (Huang et al. 2004) und,
wie oben bereits erwahnt, PD-1 (Francisco et al. 2010) eine tragende Rolle innezuhaben. Die indirekte
Immunsuppression vollfiihrt sich lber die Sezernierung von Zytokinen. Neben IL-9, welches zur
Rekrutierung immunsuppressiver MZ beitragt (Lu et al. 2006; Eller et al. 2011) sind besonders IL-10
(Hara et al. 2001) und TGF-B (Wahl et al. 2004) von Bedeutung. Beide Molekiile sind in der Lage, die
Proliferation und Funktion von T-Effektor-Zellen zu hemmen (Miyara und Sakaguchi 2007; Boehmer
2005).

2.4.5. Funktionen von Ty in der Etablierung und Aufrechterhaltung der Schwangerschaft

Bereits zu Beginn der humanen Schwangerschaft findet eine Expansion von Ty Sowohl im gesamten
weiblichen Organismus als auch an der fetal-mutterlichen Grenzflache statt (Somerset et al. 2004). In
den wissenschaftlichen Studien der letzten Jahre kristallisierte sich die Theorie heraus, dass Treg
besonders fur die Etablierung der Schwangerschaft von grofRer Bedeutung sind in dem Sinne, dass ein
implantationsforderndes Mikro-Milieu im Uterus geschaffen wird. Dies konnte im Maus-Modell bereits
eindriicklich gezeigt werden (Teles et al. 2013) und ist in dhnlicher Art und Weise fiir den menschlichen
Organismus anzunehmen. So wiesen Frauen mit unerklarter Infertilitat sehr geringe Mengen an FoxP3-
mRNA im Endometrium im Vergleich zu fertilen Frauen auf (Jasper et al. 2006). Es wurde gezeigt, dass
die spéate Follikelphase des Menstruationszyklus mit einer Expansion von Trq einhergeht (Arruvito et
al. 2007), gefolgt von einem rapiden Abfall in der Lutealphase. Dieser Prozess unterliegt einer
hormonellen Steuerung (Weinberg et al. 2011; Schumacher et al. 2014). Die Ausiibung der Toleranz
beschrankt sich dabei nicht nur auf eine allgemeine lokale Suppression des Immunsystems, sondern
wirkt auch antigenspezifisch. Bereits im Vaginallumen findet eine Prasentation vaterlicher Antigene

statt. Dies geschieht tber direkte und indirekte Signalwege (Moldenhauer et al. 2009; Zenclussen et al.
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2010). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Seminalfllssigkeit als auch Spermatozyten Treg
induzieren und deren Expansion sowie deren immunregulatorische Aktivitat forcieren (Teles et al. 2013;
Robertson et al. 2009; Liu et al. 2013; Guerin et al. 2011; Balandya et al. 2012). Hierflir kdnnte unter
anderem auch das in hoher Konzentration im Samen vorkommende TGF- von Bedeutung sein (Clark
etal. 2008). Es wird somit eine sofortige Akzeptanz vaterlicher Antigene gewahrleistet, was unerlésslich
fiir die Implantationsphase ist. Im weiteren Verlauf werden von der Plazenta und dem Feten weiterhin
kontinuierlich fetale beziehungsweise véterliche Antigene in das mdtterliche Immunsystem entlassen,
was wiederum fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft von Bedeutung ist. Die
antigenspezifischen Ty sSind weiterhin in der Lage im matterlichen Organismus auch nach der Geburt
zu persistieren um bei folgenden Schwangerschaften erneut zu akkumulieren (Rowe et al. 2012).

Generell ist in den ersten beiden Trimestern der Schwangerschaft ein rapider Anstieg an Treg U
verzeichnen, wohingegen deren Zahl im dritten Trimester wieder kontinuierlich sinkt (Mjosberg et al.
2009; Heikkinen et al. 2004; Somerset et al. 2004). Zum Zeitpunkt der Geburt findet ein weiterer Abfall
statt, sodass ein Zusammenhang zwischen der Verringerung der Trg-Anzahl und der Geburtsinduktion
vermutet werden darf (Galazka et al. 2009). Auch im Falle einer Friihgeburt finden sich erniedrigte Teq-
Levels. So sind Defizite in Funktion und Anzahl besonders fur die Pathologie des immunologischen
Abortes von Bedeutung. Es wurde gezeigt, dass eine reduzierte Anzahl an Ty mit dem Auftreten
spontaner, sowie habitueller Aborte einhergeht (Sasaki et al. 2004; Arruvito et al. 2009). Auch bei
Endometriosepatientinnen und in Fallen von Extrauteringraviditdt wurde eine Beeintrachtigung der
Funktion von Try nachgewiesen (Basta et al. 2010; Sundara et al. 2012; Schumacher et al. 2009).

Man geht davon aus, dass Treg zum einen durch Migration zur fetal-miitterlichen Grenzflache
gelangen und zum anderen durch de-novo-Synthese aus naiven T-Zellen vor Ort entstehen (induzierte
Treg, i Treg). Auch die Expansion eines bereits vorhandenen Tg-Zellpools scheint von Bedeutung. Neben
der bereits erwéhnten Aktivierung durch vaterliche Antigene scheinen auch hormonelle Einfliisse die
Kinetik der Trg in der Schwangerschaft malgeblich zu beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl Ostrogene als auch Zytokine die Treg-Zell-Expansion und die de-novo-Synthese ausldsen (Tai et
al. 2008; Chen et al. 2003).

2.5. Humanes Choriongonadotropin (hCG)

2.5.1. Struktur und Vorkommen

HCG wird spezifisch von Primaten gebildet (Boorstein et al. 1982; Policastro et al. 1983; Morgan et al.
1975; Tepper und Roberts 1984; Crawford et al. 1986). Es ist ein Glykoprotein bestehend aus 237
Aminosauren und liegt als Heterodimer vor (Lapthorn et al. 1994). Die a-Untereinheit setzt sich aus 92
Aminosduren zusammen (UniProt) und findet sich so auch im LH, follikelstimulierenden Hormon und
thyreoidstimulierenden Hormon. Die B-Untereinheit ist spezifisch fiir das hCG und besteht aus 145

Aminosauren (UniProt). Wie bereits erwahnt, ist hCG eines der ersten Signale des Embryos an die
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Mutter und wird von diesem bereits kurz nach der Befruchtung gebildet (Jurisicova et al. 1999;
Bonduelle et al. 1988; Lopata und Hay 1989). Ist die Implantation der Blastozyste abgeschlossen, wird
es in grof’en Mengen vom Synzytiotrophoblasten gebildet (Hoshina et al. 1985). Da sich das hCG bereits
zu diesem frihen Zeitpunkt sowohl im Blut als auch im Urin der Schwangeren nachweisen l&sst, wird
es zur Diagnostik einer bestehenden Schwangerschaft genutzt (Jaffe et al. 1969), wobei sich die hCG-
Menge alle 31 Stunden verdoppelt (Pittaway et al. 1985) bis sie zwischen der neunten und zwdlften
Schwangerschaftswoche ihren Hohepunkt erreicht. Im Anschluss ist ein kontinuierlicher Abfall an hCG
zu verzeichnen; das Level einer Nullipara wird jedoch bis zur Geburt nicht wieder erreicht (Abbildung
7) (Aspillaga et al. 1983; Braunstein et al. 1976).

Die Funktion des hCG wird tber die Bindung an den LH/CG-Rezeptor vermittelt. Dieser findet
sich sowohl auf Epithelzellen, als auch auf Stromazellen, Myometrium und glatten Muskelzellen von
Geféalen (Aspillaga et al. 1983). Auch eine Bindung und Funktionsausiibung tiber den Mannoserezeptor
wurde beschrieben. Dies ist besonders fur die Interaktion mit uterinen NK-Zellen von Bedeutung (Kane
et al. 2009).

350000 |
300000
250000
200000 —|

150000 —

hCG-Menge im Blut [1U/1]

100000 —

50000 —

0._
* T T T T T T T

3 4 5 6 7-8 9-12 13-16 17-24 25-Geburt

Schwangerschaftswoche

Abbildung 7: hCG-Menge im Blut in der Schwangerschaft. Die Menge an hCG steigt bis zur 10.-11. Schwangerschaftswoche
stark an und fdllt ab der 12. Schwangerschaftswoche kontinuierlich auf ein niedriges Level ab, welches bis zur Geburt erhalten
bleibt. (Abbildung entnommen und modifiziert aus (Anne Leber 2011)

2.5.2. Funktionen

Die Hauptfunktion des hCG besteht darin die Progesteronproduktion des Gelbkdrpers zu stimulieren
(Keay et al. 2004). Des Weiteren unterstiitzt es die Implantationsphase durch die Anregung der
Trophoblasteninvasion ins Endometrium (Kornyei et al. 1993; Fluhr et al. 2008; Kayisli et al. 2003) und
der Angiogenese (Tsampalas et al. 2010), wodurch eine adaquate Ernahrung des Embryos gewéhrleistet
wird (Berndt et al. 2006; Zygmunt et al. 2002).
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2.5.3. hCG als Immunregulator

HCG sorgt fiir ein implantationsforderliches Milieu des Endometriums indem es die Immuntoleranz an
der feto-maternalen Grenzflache unterstltzt. Dies geschieht sowohl auf molekularer als auch auf
zellularer Ebene. Es greift in die Apoptose von Immunzellen durch Interferenz mit dem Fas/Fas-
Ligandensystem (Kayisli et al. 2003) und dem Komplementsystem innerhalb der Dezidua ein. Es
vermag das Verhéltnis von Th1- zu Th2-Zellen in Richtung einer Th2-Antwort zu verschieben (Khan et
al. 2001) sowie die Anzahl an antiinflammatorischen Immunzellen zu erh6hen beziehungsweise deren
Funktion zu beeinflussen. Es erhoht die Anzahl an uterinen NK-Zellen innerhalb des Uterus (Bansal et
al. 2012) und vermindert die Induktion einer Proliferation von zytotoxischen T-Zellen durch DZ (Wan
et al. 2008). Des Weiteren zeigten Schumacher und Kollegen, dass auf Ty der Rezeptor fiir das
Schwangerschaftshormon hCG exprimiert wird und es wurde postuliert, dass eine Migration von Teg
zur fetal-motterlichen Grenzflache entlang des Konzentrationsgradienten des hCG erfolgt (Schumacher
etal. 2013).

2.6. Zielstellung

Die Entstehung und Aufrechterhaltung der Schwangerschaft sind seit vielen Jahren Gegenstand
intensiver Forschung. Unabdingbar ist in diesem Zusammenhang neben der Erforschung der Onto- und
Spermatogenese sowie der embryologischen Grundlagen auch die Frage nach den immunologischen
Strategien eines Organismus, die es ermdglichen einen kérperfremden Organismus in einem anderen
entstehen und reifen zu lassen.

Die Bedeutung von Trg fur eine erfolgreiche Schwangerschaft wurde mittlerweile in vielen
Studien bestétigt. Es wird davon ausgegangen, dass sowohl eine Rekrutierung von Treg aus der Peripherie
hin zur feto-maternalen Grenzflache (Tilburgs et al. 2008) als auch eine lokale Vermehrung durch
Expansion oder Konversion (Mjosberg et al. 2010; Dimova et al. 2011) stattfindet. So finden sich in der
Dezidua signifikant héhere Mengen an T als im Blut der Schwangeren (Tilburgs et al. 2006; Mjdsberg
et al. 2010; Dimova et al. 2011). Es liegt daher nahe zu vermuten, dass lokale, an der Grenzflache
vorhandene Faktoren dazu beitragen, dass hier eine Anreicherung von Ty erfolgt. Mehrere Studien
suggerieren, dass vom Trophoblasten sezernierte Faktoren, wie beispielsweise Galectin-1 (Ramhorst et
al. 2012b), VIP (Fraccaroli et al. 2015) und TGF-$ (Ramhorst et al. 2012a) einen positiven Effekt auf
die Anzahl an Trq haben (Du et al. 2014). Einer der wichtigsten vom Trophoblasten sezernierten Stoffe
ist das Schwangerschaftshormon hCG. Es konnte gezeigt werden, dass hCG (ber einen LH/CG-
Rezeptor direkt mit Ty interagiert. Patientinnen, welche einen Spontanabort erlitten, zeigten sowohl
eine erniedrigte Menge an Ty als auch eine verringerte Produktion von hCG durch die
Trophoblastenzellen (Schumacher et al. 2009). Im Mausmodell konnte des Weiteren bereits gezeigt
werden, dass hCG sowohl eine Zunahme der Trg-Anzahl sowie eine Aktivitatssteigerung ebenjener
bewirkt. AuRerdem fiihrte ein Transfer von hCG-behandelten Trq zu einer Verringerung der Abortrate

(Schumacher et al. 2013). Die Untersuchung im Mausmodell ist deshalb méglich, weil die Tiere, obwohl
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sie selbst kein hCG produzieren, den LH/CG-Reszeptor exprimieren. Eine analoge Studie flr den
Menschen lag noch nicht vor. Dennoch bedient man sich in der Reproduktionsmedizin bereits der
Injektion von hCG unmittelbar nach einem Embryotransfer, da es Evidenzen dafiir gibt, dass sich
Implantations- und Schwangerschaftsraten bei In-vitro-Fertilisationen und intrazytoplasmatischen
Spermieninjekionen signifikant erhdhen (Zarei et al. 2014; Aaleyasin et al. 2015). Ob dieser Effekt auch
der Wechselwirkung zwischen hCG und T geschuldet ist, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nach Wissen
des Autors nicht untersucht worden.

Diese Arbeit beschéaftigt sich mit der Frage, ob hCG in der humanen Schwangerschaft neben
der bereits beschriebenen Fahigkeit eine Migration von Ty zur feto-maternalen Grenzflache zu
induzieren auch die Entstehung und die suppressive Kapazitét der Ty zu beeinflussen vermag. Hierzu

wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen bearbeitet:
1. Induziert hCG die Konversion von CD4*FoxP3" T-Zellen in CD4*FoxP3* T-Zellen?

2. Bewirkt hCG eine Modulation der Oberflachenmarker CTLA-4 und PD-1 auf CD4*FoxP3* T-

Zellen?

3. Moduliert hCG die Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-$ in
CD4*FoxP3" T-Zellen?

4. Beeinflusst hCG die suppressive Aktivitat von CD4*FoxP3- T-Zellen?
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Allgemeine Laborgerate
Eismaschine ZBE 70-35
Glasmaterialien

Kihlschrank Liebherr FKEX 3600
Kuhlschrank Liebherr KTP 1810-20
Laboklav 80-V

Magnetrihrer RH Basic 2 IKAM
Parafilm M

Pasteurpipetten

Pipetten

Pipettenspitzen (Typ A-C)
Prézisionswaage LA 620
Reaktionsgefalie (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Reinigungs- und Desinfektionsautomat
Trockenschrank
Ultra-Tiefkuhlschrank MDF-U53V
Zentrifuge 5810R

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Biofuge

3.1.2. Software

Cell Quest Pro 4.bf4b
GraphPad Prism 5.0
Microsoft Excel 2012
Microsoft PowerPoint 2012
Microsoft Word 2012
SPSS Inc.,

3.1.3. Zellkultur
CO2-Inkubator HERACELL
CO2-Inkubator NU-5500 E
Mikroskop Axiovert 40C
Mikroskop Axio Observer Al

Neubauer Zahlkammer

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen, Deutschland
Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland
Rexel Deutschland, Hannover, Deutschland
Unielektro, Eschborn, Deutschland

SHP Steriltechnik AG, Magdeburg, Deutschland
Windaus-Labortechnik, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland
Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sartorius, Berlin, Deutschland

Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Omnilab-Laborzentrum, Bremen, Deutschland
Novodirect Labortechnik, Kehl, Deutschland
Laborfachhandel Gaudig GbR, Stlzetal, Deutschland
Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Statcon, Witzenhausen, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland
IBM, Chicago, USA

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
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Probenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Schittelwasserbad SWB 25

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Windaus-Labortechnik, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland

Serologische Pipetten (5 ml,10 ml, 25 ml) Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sicherheitswerkbank NU-437-400E
Zellkulturflaschen (75 cm?)
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-Loch)

3.1.4. Magnetische Zellisolierung
MACS™ Stander

OctoMACS™ Separationseinheit
QuadroMACS™ Separationseinheit
Saulen (MS, LD)

3.1.5. Durchflusszytometrie
BD FACS Calibur TM 4CA
FACS Flow

FACS (Rinse, Clean)
Omnifix® - 1 ml Spritzen

Polystyren-Rundbodenréhrchen

3.1.6. Chemikalien
Di-Methyl-Sulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetales Rinderserum (FBS)
Ficoll-Paque™

Hepes

Natriumpyruvat

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Trypanblau-Ldsung

Trypsin-EDTA

3.1.7. Kulturmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Minimum Essential Medium (MEM)

Roswell Park Memorial Institute 1640

(RPMI)

3.1.8. Puffer
PBS (10x)

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

BD Falcon, Erembodegem, Belgien

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

GE Healthcare, Uppsala, Sweden
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

80 g NaCl
21,9 g NazHPO4 x 7 H,0
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FACS-Puffer

MACS-Puffer

Waschpuffer fir ELISA

3.1.9. Enzyme und Proteine
Rekombinantes hCG (Ovitrelle)
Urin-aufgereinigtes hCG (Pregnyl)
Humanes rekombinantes IL-2
Penicillin/Streptomycin-Ldsung

Rinderserumalbumin (BSA)

3.1.10. Antikorper

Alexa Fluor 647 anti-Human

FoxP3 (Klon 259D/C7)
Aufgereinigter NA/LE Maus
anti-Human CD3 (Klon: HIT3a)
Aufgereinigter NA/LE Maus
anti-Human CD28 (Klon: CD28.2)
anti-hCG Antikorper
IgG-Kontrollantikdrper
Fluoresceinisothiocyanat anti-Human
PD-1 (Klon: MIH4)

Phycoerythrin anti-Human CD25
(Klon: M-A251)
Phycoerythrin-Cyanin-5 anti-Human
CD152 (CTLA-4) (Klon: BNI3)

3.1.11. Kits

CD4* T-Zell-lIsolations-Kit
CD4*CD25" T-Zell-Isolations-Kit
Vybrant CFDA-SE Cell Tracer Kit
(Stock 10mM)

OptEIA™ Human IL-10 ELISA-Kit

2 g KH2PO,

2 g KClI

mit Aquagest auf 11 auffillen
1% BSA

0,1 % NaN3

in PBS

0,5 % BSA

2mM EDTA

in PBS (pH 7,4), steril filtern
0,05 % Tween in PBS

Merck Serono Europe Limited, London, GB
Organon, Oss, Niederlande

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Molecular Probes, Leiden, Netherlands

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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TGF betal ELISA Ready-Set-Go Affymetrix eBiosciences, Frankfurt, Deutschland
hCG ELISA-Kit DRG Instruments, Marburg, Deutschland
Progesteron ELISA-Kit DRG Instruments, Marburg, Deutschland

3.1.12. Immortalisierte Zellen und Zelllinien

HaCat (Keratinozytenzelllinie) freundlicherweise bereit gestellt von: Martina Seifert,
Institut fir Immunologie, Berlin, Deutschland

HTR-8 (immortalisierte freundlicherweise bereit gestellt von:

extravilldse Zytotrophoblastenzellen) Prof. Gil Mor Abteilung fur Geburtshilfe, Gynékologie &
Reproduktionsmedizin, New Haven, USA

JEG-3 (Choriokarzinomzelllinie) CLS-Cell Lines Service, Eppelheim, Deutschland

SWAN-71 (immortalisierte freundlicherweise bereit gestellt von:

extravillése Zytotrophoblastenzellen) Prof. Gil Mor Abteilung fiir Geburtshilfe, Gynékologie &
Reproduktionsmedizin, New Haven, USA

Maus-Leydig-Tumorzelllinie ATCC, Manassas, VA 20108 USA

3.1.13. Zellkulturmedien
JEG-3 und HaCat:
DMEM mit 10 % FBS
100 nM Penicillin/Streptomycin

HTR-8:
RPMI mit 10 % FBS
0,1 mM MEM
1 mM Natriumpyruvat
100 mg/ml Penicillin/Streptomycin
SWAN-71:
DMEM mit 10 % FBS

0,1 mM MEM

1 mM Natriumpyruvat

100 mg/ml Penicillin/Streptomycin
Maus-Leydig-Tumorzellen:
RPMI mit 10 % FBS

1 % Penicillin/Streptomycin




3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur

3.2.1.1. Auftauen der Zelllinien

Fir die verschiedenen Versuchskomplexe wurden JEG-3-, HaCat-, SWAN-71- und HTR-8-Zellen
verwendet. Um die Zelllinien zu kultivieren, wurden sie aus flissigem Stickstoff entnommen und kurz
auf Eis gelagert. Anschliellend erfolgte der Auftauprozess durch Erwérmung im Wasserbad bei 37 °C.
Die aufgetaute Zellsuspension wurde in 15 ml vorgewarmtes Kulturmedium aufgenommen und bei 1500
rpm fiur 6 Minuten zur Entfernung des DMSO-haltigen Uberstandes zentrifugiert. Der Zusatz von
DMSO ist wahrend des Einfrierprozesses notwendig, da es die Bildung von Eiskristallen verhindert,
wirkt sich jedoch nach dem Auftauen toxisch auf die Zellen aus, sodass es schnellstmdglich entfernt
werden muss. Nach Verwerfung des Uberstandes wurde das Zellpellet in 15 ml des entsprechenden
Zellkulturmediums resuspendiert und die Zellen ausplattiert.

3.2.1.2. Kultivierung und Passagierung der Zelllinien

Alle Zelllinien wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, in 75 cm? Kulturflaschen in 15 ml
Kulturmedium kultiviert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Bei Erreichen einer Zelldichte
von tber 90 % wurden die Zellen passagiert. Hierfur wurden die sich in den Kulturflaschen befindlichen
Zellen zunéchst vom Medium befreit und mit 10 ml PBS gewaschen. Da es sich um adhérente Zellen
handelt, wurden die Zellen anschlieRend trypsinisiert. Trypsin ist eine Endopeptidase und in der Lage
extrazelluldre Proteine zu spalten. Es bewirkt so die Lésung von an der Zellkulturplatte adhérenten
Zellen. Nach einer 3-minitigen Inkubation wurde die Reaktion mit 10 ml des entsprechenden
Zellmediums abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Reaktionsgefal tberfiihrt und die
Zellen durch Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur (RT) pelletiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 1 ml Kulturmedium resuspendiert.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden vor der Zentrifugation 10 ul aus der Suspension entnommen und

mit Trypanblau gefarbt. Die Zellen wurden mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt.
Die Berechnung der Gesamtzellzahl erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl aus 4 Quadranten - Volumen [ml] -Verdiinnungsfirber -10* [Kammerfaktor]
4

Gesamtzellzahl =

Nach der Berechnung der Gesamtzellanzahl wurde die entsprechende Zellzahl fiir die Versuche

ausplattiert bzw. 1/10 der urspriinglichen Zellanzahl fir weitere Versuche subkultiviert.

3.2.2. Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMZ) aus dem Blut von

schwangeren Frauen

3.2.2.1. Probengewinnung (Blutentnahme)
Es wurden Blutproben von Normalschwangeren (n = 20; Alter: 30,78 * 5,56; Schwangerschaftswoche:
29,60 + 3,32) entnommen. Die Entnahme erfolgte unter sterilen Bedingungen aus einer peripheren Vene.

Die Gewinnung der Blutproben fand in enger Zusammenarbeit mit der Universitatsfrauenklinik der




Material und Methoden | Eileen Poloski

Otto-von-Guericke Universitdt Magdeburg statt. Die Genehmigung hierflr erfolgte durch die
Ethikkomission der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg (Studie 28/08). Alle Frauen wurden
umfangreich aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme.

3.2.2.2. Isolation der PBMZ

Zur lsolation der PBMZ wurden 30-40 ml Blut in EDTA-RGhrchen von gesunden schwangeren
Probandinnen verwendet. Die Blutproben wurden zunéchst fir 10 Minuten auf Eis gestellt. Daraufhin
erfolgte die Zentrifugation der Blutrohrchen fiir 10 Minuten bei 2200 rpm und 20 °C, sodass eine
Trennung von zellularen Blutbestandteilen und Plasma resultierte. Ab diesem Zeitpunkt wurde die
gesamte Isolation unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Mit einer Pasteurpipette erfolgte die
Entfernung des Plasmas. Der zelluléare Blutanteil wurde mit 2 ml PBS vermischt. Das entstandene Blut-
PBS-Gemisch wurde auf vier 15 ml ReaktionsgefaRe, gefullt mit jeweils 4 ml Ficoll-Paque™-L&sung,
vorsichtig aufgeschichtet. Ficoll ist ein hydrophiles Polysaccharid, welches die PBMZ anhand ihrer
Dichte von den restlichen Blutbestandteilen isoliert. Es erfolgte eine Dichtegradientenzentrifugation der
Proben fiir 20 Minuten bei 1800 rpm und 4 °C unter fehlender Bremseinwirkung. Im Anschluss wurde
die Interphase mit den PBMZ mittels Pasteurpipette vorsichtig entnommen und auf 15 ml PBS
aufgefullt. Die PBMZ wurden insgesamt zweimal in PBS gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt

wurden die PBMZ in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen und gezahlt.

3.2.2.3. Isolation von CD4*CD25T-Zellen mittels Magnetischer Zellsortierung
Die Magnetische Zellsortierung (engl.: magnetic activated cell sorting,
MACS) ermdglicht die Isolation einer definierten Zielzellpopulation :
aus einer Gesamtpopulation. Hierbei binden zunéchst Antikorper (AK) “’ 1:
gegen spezielle Oberflachenmolekiile der Zelle, die dann in einem s

zweiten Schritt mit paramagnetischen Mikropartikeln beladen werden. @ 7:
Die AK konnen im Sinne einer Negativselektion gegen Zellen der zu ®
depletierenden Zellpopulationen gerichtet sein. Dementsprechend :
werden fur den Fall der Isolation von CD4*CD25" T-Zellen zunéchst #, N :
alle nicht CD4* Zellen mit einem AK markiert. Hierzu wird der §
Gesamtzellpopulation ein Gemisch aus verschiedenen Biotin- .
konjugierten AK  hinzugefugt, das sich gegen diverse :
Oberflachenmolekiile richtet. Diese sind anti-CD8a (zytotoxische T-
Abbildung ~ 8:  Magnetische

Zellen), -CD11b (Monozyten), -CD45R (Makrophagen), -CD49b
(NK-Zellen) und -Ter-119 (Erythrozyten). Diese Oberflachenmolekiile
werden von CD4" Zellen nicht exprimiert, sodass sie weiterhin
unmarkiert vorliegen. Im Anschluss werden die AK-beladenen Zellen

mit den Mikropartikeln beladen und in eine S&ule mit magnetischen

Zellsortierung. Die nicht CD4* Zellen
werden mit einem Biotin-
konjugierten AK (+ ) markiert. An
diesen binden die paramagnetischen
Mikropartikel ~ (Y), sodass die
beladenen Zellen im Magnetfeld
zurlickgehalten werden.

Eisenkugeln Uberflihrt. Diese befindet sich in einem starken Magnetfeld, sodass alle magnetisch

markierten Zellen in der Sdule verbleiben, wéhrend die unmarkierten Zellen (hier: CD4* Zellen) als
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Effluent aufgefangen werden kénnen (Abbildung 8). Neben der Markierung der zu depletierenden
Zellpopulation findet im gleichen Schritt eine Markierung der anzureichernden Zellpopulation statt
(Positivselektion). Im Zuge der Gewinnung von CD4*CD25  T-Zellen wurden hierfur zunéchst alle
CD25" Zellen mittels AK markiert und diese nach erfolgter Depletion der CD4- Zellen mit
Mikropartikeln beladen. Analog zur Negativselektion wurde die Zellsuspension in ein Magnetfeld
eingebracht, wodurch die CD4*CD25" Zellen in der Sdule verblieben und die CD4*CD25 Zellen als
Effluent aufgefangen wurden. Nach der Isolation wurden die Zellen auf die Expression der Marker CD4,
CD25 und FoxP3 mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Reinheit an CD4*CD25 FoxP3" T-Zellen
betrug > 98 %. Demnach wurden CD4"FoxP3~ T-Zellen fur die verschiedenen

Kokultivierungsexperimente verwendet.

3.2.3. Kokultur von CD4*FoxP3 T-Zellen mit verschiedenen Zelllinien

Um zu untersuchen, ob die hier verwendeten Zelllinien die Konversion von CD4*FoxP3" T-Zellen in
Treg beglinstigen, wurden JEG-3-, HTR-8-, SWAN-71- und HaCat-Zellen mit CD4*FoxP3" T-Zellen
kokultiviert. Hierfiir wurden 5x10* Zellen jeder Zelllinie pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte in 1 ml
entsprechendem Kulturmedium ausplattiert. Die Zellen wurden zunéchst fur 24 Stunden allein kultiviert,
um eine vollstindige Anheftung an die Kulturplatte zu gewéhrleisten. Anschlielend wurde das
Kulturmedium entfernt und 1x10° CD4*FoxP3" T-Zellen gel&st in 500 ul RPMI-Medium hinzugegeben.
Zusétzlich wurde das RPMI-Medium mit 5 pg/ml anti-CD28 und 1 pg/ml anti-CD3 zur T-
Zellstimulierung und mit 10 ng/ml 1L-2 versetzt. Das IL-2 dient hierbei als Uberlebensfaktor fur die T-
Zellen (insbesondere fiir die Trg). Die Kokultur erfolgte fur 72 Stunden im Inkubator bei 37 °C und 5
% CO,. Als Kontrollen wurden CD4*FoxP3" T-Zellen und alle Zelllinien in alleiniger Kultur mitgefuhrt.
Aulerdem erfolgte eine Isotypenkontrolle: dabei wurde der Kultur von CD4*FoxP3" T-Zellen ein AK
des gleichen Subtyps (IgG) wie die AKs zur Farbung der Zellmarker (siehe 3.2.7.2), der jedoch nichts
bindet, hinzugefiigt. So kann Nebeneffekten, wie zum Beispiel eine durch Zugabe von AKs getriggerte
Verstarkung der Autofloreszenz der Zellen, vorgebeugt werden. AnschlieBend wurde das
Zellkulturmedium mit den T-Zellen abgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf$ Gberflihrt und bei 1200
rpm (4 °C) fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und zur Bestimmung der Menge
an IL-10 und TGF-B mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bei -80 °C aufbewahrt.
Die Expression verschiedener extra- und intrazelluldrer Marker der T-Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde jede
Kokultur 6 Mal (das heiRt mit Blutproben von 6 verschiedenen Probandinnen) in Doppelbestimmung

durchgefihrt.

3.2.4. Stimulation der CD4"FoxP3" Zellen mit hCG und Blockierung mit einem anti-hCG-AK

3.2.4.1. Bestimmung der Neutralisationsfahigkeit des hCG-Antikorpers
Um die Wirksamkeit des im folgenden Versuchsteil verwendeten anti-hCG-AKSs zu testen, wurde der
blockierende Effekt des AK auf die hCG-induzierte Progesteronproduktion einer Leydig-Zell-

Tumorlinie aus der Maus (MLTC-1-Zellen) untersucht. Bei dieser Untersuchung macht man sich zu
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Nutze, dass das von JEG-3-Zellen gebildete hCG die Produktion und Sekretion von Progesteron in
MLTC-1-Zellen induziert. Die Menge an sekretiertem Progesteron kann anschlieBend im
Zellkulturtiberstand mittels ELISA nachgewiesen werden. Fir den Wirksamkeitstest wurden zunachst
5x10* JEG-3-Zellen auf einer 24-Lochplatte in 1 ml entsprechendem Medium ausplattiert. Nach
vollstdndiger Adhdrenz der JEG-3-Zellen an den Plattenboden wurden die Zellen in verschiedenen
Ansétzen mit unterschiedlichen Verdinnungen (1:500; 1:100; 1:50, 1:25) des anti-hCG-AK (200 pg/ml)
behandelt. Unbehandelte JEG-3-Zellen dienten als Kontrolle. Nach 24 Stunden wurden 500 pl des
Zellkulturiiberstandes der JEG-3-Zellen auf MLTC-1-Zellen tbertragen und die MLTC-1-Zellen fur
weitere 24 Stunden kultiviert. AnschlieRend wurden die Uberstande der MLTC-1-Kulturen auf ihren
Gehalt an Progesteron mittels ELISA uberprift.

3.2.4.2. Kokultur der CD4*FoxP3 T-Zellen mit JEG-3-Zellen bei gleichzeitiger Blockierung des
hCG

Wie im oberen Versuchsteil beschrieben (siehe 3.2.3) wurden CD4*FoxP3" T-Zellen mit JEG-3-Zellen
kokultiviert. In einigen Ansétzen wurde der Kokultur ein neutralisierender anti-hCG-AK (siehe 3.2.4.1)
in der Verdinnung 1:50 hinzugesetzt. Ansdtze ohne AK-Zusatz, Ansatze mit Zusatz eines
Immunglobulin (1g)G-Kontroll-AK (Verdinnung 1:50) sowie allein kultivierte CD4*FoxP3" T-Zellen
dienten als Kontrollen. Nach 72 Stunden Kultur wurden die T-Zellen gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie vermessen und die Zellkulturiiberstande auf ihren Zytokingehalt mittels ELISA
Uberprift. Dieser Versuchsteil wurde 3 Mal (Blutproben von drei verschiedenen Probandinnen) in

Doppelbestimmung durchgefthrt.

3.2.5. Kultur der CD4*FoxP3 T-Zellen mit rekombinantem (rhCG) oder Urin-aufgereinigtem
(uhCG) hCG

In diesem Versuchsteil wurden CD4*FoxP3- T-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an hCG
unterschiedlicher Herkunft kultiviert. Zum einen wurde rekombinantes hCG (Ovitrelle) in den
Konzentrationen 50 miU/ml, 200 mIU/mI und 500 mIU/ml der Kultur hinzugefiigt. Zum anderen wurde
hCG, welches aus dem Urin schwangerer Frauen aufgereinigt wurde (Pregnyl), in den Konzentrationen
100 1U/ml, 250 IU/ml und 500 1U/ml eingesetzt. Die Kultur der CD4*FoxP3" T-Zellen in Anwesenheit
des hCG wurde fiir 72 Stunden in RPMI-Medium mit den Zusétzen anti-CD3, anti-CD28 und IL-2
durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten CD4*FoxP3" T-Zellen, die in Abwesenheit von hCG kultiviert
wurden. AuBerdem wurde eine Isotypenkontrolle durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die Menge an IL-
10 und TGF-B im Zellkulturiiberstand sowie die Expression verschiedener extra- und intrazellularer
Marker bestimmt. Der Versuchsteil wurde 7 Mal (Blutproben von 7 verschiedenen Probandinnen) in

Doppelbestimmung wiederholt.

3.2.6. Kokultur von CD4"FoxP3" T-Zellen mit JEG-3-Zellen oder rhCG und anschlief3ender
gemischter Leukozyten-Reaktion

In diesem Versuchsabschnitt wurde untersucht, inwieweit die Kokultur von CD4*FoxP3" T-Zellen mit

JEG-3-Zellen oder rhCG einen Einfluss auf die Funktionalitdt der CD4"FoxP3- T-Zellen hat. Als
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Kontrolle diente die Kultur mit SWAN-71-Zellen. Die Féhigkeit der CD4*FoxP3~ T-Zellen die
Proliferation von autologen oder allologen T-Zellen zu beeinflussen, wurde nach erfolgter Kokultur in
einer gemischten Leukozyten-Reaktion getestet. Autologe T-Zellen stammten aus demselben Spender
wie die zuvor mit JEG-3-, rhCG oder SWAN-71-Zellen kokultivierten CD4*FoxP3" T-Zellen, allologe
T-Zellen dagegen stammten von einer anderen Person. Ziel der Verwendung von autologen bzw.
allologen T-Zellen ist die Analyse eines moglichen Einflusses von Antigenen auf die Funktionalitét der
CD4"FoxP3" T-Zellen. Autologe (Tauwlog-Zelle) sowie allologe (Taiolog-Zelle) T-Zellen wurden wie unter
3.2.2.3 beschrieben aus dem peripheren Blut mittels MACS-Technik gewonnen. Es handelt sich hierbei
ebenfalls um CD4*FoxP3~ T-Zellen. Abbildung 9 zeigt eine vereinfachte Darstellung des
Versuchsablaufes exemplarisch fiir die Kokultur mit JEG-3-Zellen.

fremder Spender

|

- 48 5td. _
o o +  CONEHPs
O
o
g) allolog
JE.3 + CD4+(F)oxP -T-z(e)llen _725td. . hcGbeéhandelte T-Zellen
a0 o ~ 8
+ CD4*@°3' 48 Std.
autolog
[ selber Spender ’

Abbildung 9: Kokultur von CD4*FoxP3- T-Zellen mit JEG-3-Zellen und anschlieflender gemischter Leukozyten-Reaktion.
CD4*FoxP3- T-Zellen wurden mit JEG-3-Zellen fiir 72 Stunden kultiviert. Die hCG-behandelten Zellen wurden dann mit allologen
und autologen CD4*FoxP3- T-Zellen fiir 48 Stunden kokultiviert und die Proliferation der Taiolog/autolog gEMessen.

Fir den Versuch wurden zunachst 5x10° CD4*FoxP3- T-Zellen mit 2,5x10° JEG-3-Zellen, 2,5x10°
SWAN-71-Zellen oder 100 mIU/ml rhCG fiir 72 Stunden in einer 6-Lochplatte in 1 ml RPMI-Medium
mit den Zusatzen anti-CD3, anti-CD28 und IL-2 kokultiviert. Nach 72 Stunden wurden die CD4*FoxP3
T-Zellen aus den Kokulturen von den JEG-3-Zellen bzw. den SWAN-71-Zellen separiert, die Zellzahl
bestimmt und 1x10° CD4*FoxP3- T-Zellen mit 1x10° autologen oder allologen T-Zellen fiir weitere 48
Stunden kokultiviert. Tauolog/aliolog-Z€llen, die alleine kultiviert wurden dienten als Kontrolle. Zudem
erfolgte eine Isotypenkontrolle. Analog wurde mit den rhCG-behandelten CD4*FoxP3- T-Zellen
verfahren. Die T-Zellkokultur wurde in einer 96-Lochplatte in 250 pl RPMI-Medium mit den Zusétzen
anti-CD3, anti-CD28 und IL-2 durchgefiihrt. Nach Beendigung der T-Zell-Kokultur wurde die
Proliferation der autologen und allologen T-Zellen mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Die
autologen und allologen T-Zellen wurden dafiir direkt nach ihrer Isolierung mit dem Farbstoff CFDA-
SE (siehe 3.2.6.2) markiert. Der Versuchsteil wurde 3 Mal (Blutproben von 3 verschiedenen

Probandinnen) in Doppelbestimmung wiederholt.
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3.2.6.1. Bestimmung der Proliferationsrate der autologen und allologen Zellen mittels
CFDA-SE-Markierung
Carboxyfluoresceindiacetatsuccinimidylester

O (CFDA-SE) ist ein primar nicht fluoreszierender

B Farbstoff zur Quantifizierung der

O Q Proliferationsrate einer Zellpopulation. Durch
\/’ ~ seine Acetatgruppen ist es zellpermeabel; dringt

Q somit ins Zellzytoplasma ein und wird dort von

ortstandigen Esterasen deacetyliert. Dies bewirkt

eine  Umwandlung des Molekils in die

Abbildung 10: Bestimmung der Zellproliferation mit CFDA-SE. il . d E bind
CFDA-SE  wird in die Zelle aufgenommen und zum uoreszierenae sterverbinaung

fluoreszierenden CSFE umgewandelt. Bei der Zellteilung wird Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CSFE)
der Farbstoff dquivalent an die Tochterzellen weitergegeben. ’

welche Uber seine Succinimidylgruppe kovalente
Bindungen mit intrazellularen Molekdilen eingeht und auf diesem Wege im Inneren der Zelle verbleibt.
Kommt es zur Zellteilung wird der Farbstoff in dquivalenter Konzentration, also zu jeweils 50 %, an die
Tochterzellen weitergegeben. So kann im Rahmen einer durchflusszytometrischen Bestimmung der
intrazellularen CSFE-Konzentration ermittelt werden, in welchen MaR die untersuchte Population tber

die Zeit proliferiert ist (Abbildung 10). (Parish 1999; Lyons und Parish 1994)

3.2.6.2. Markierung der autologen und allologen T-Zellen mit CFDA-SE

Nach ihrer Isolierung aus dem peripheren Blut von autologen und allologen Spendern wurden die T-
Zellen zweimalig in 10 ml PBS gewaschen. Zwischen den Waschschritten erfolgte ein
Zentrifugationsschritt bei 1200 rpm bei 4 °C fur 10 Minuten. Die CFDA-SE-Féarbung (1 uM CFDA-SE
per 1x10° Zellen) wurde fir 1 Minute 30 Sekunden bei RT durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die
Farbreaktion durch Zugabe von 10 ml FBS-haltigem RPMI-Medium abgestoppt. Im Folgenden wurden
die geféarbten T-Zellen noch zweimal mit 10 ml FBS-haltigem RPMI-Medium gewaschen, um nicht in
die Zelle eingedrungene CFDA-SE-Molekile zu entfernen. Zwischen den Waschschritten wurden die
T-Zellen bei 1200 rpm (4 °C) fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach der CFDA-SE Markierung wurden die
T-Zellen gezéhlt und anschlieRend fiir die T-Zellkokultur verwendet.

3.2.7. Durchflusszytometrie

3.2.7.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie beruht auf der fluoreszenzabhdngigen multiparametrischen Analyse von
Zellen. Als physikalisches Prinzip wird hierbei zum einen die Tatsache genutzt, dass Licht abhdngig
von GrolRe und Gestalt einer Zelle unterschiedlich stark gestreut wird. Des Weiteren kommt der
Markierung diverser zellspezifischer Oberflachenmarker mit Fluoreszenzfarbstoffen eine Bedeutung zu.
Die Kombination beider Verfahren erlaubt eine &uferst prézise Detektion von Zellpopulationen. Zur
Quantifizierung der Zellpopulation wird das in Suspension befindliche Zellgemisch tber einen

Hullstrom Zelle fur Zelle am Fokus eines rechtwinklig zum Probenfluss angeordneten Laserstrahls
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vorbeigefiihrt. Um diese Trennung in Einzelzellen, die sogenannte ,,hydrodynamische Fokussierung® zu
ermoglichen, wird die Suspension Uber eine Stahlkapillare mit Uberdriick in eine Messkivette
eingebracht. Hier werden die Zellen stark beschleunigt und getrennt voneinander einem Argonlaser mit
488 nm Wellenlénge zugefiihrt. Befindet sich eine Zelle im Fokus des Laserstrahls, wirft sie das Licht
zum einen in einem engen Winkel zum Laserlicht (0 °-10 °) zurtick. Dieses wird als VVorwartsstreulicht
(forward scatter; FSC) quantifiziert und hangt malgeblich von GroRe und Form der Zelle ab. Des
Weiteren bewirkt die Zelle eine Streuung im rechten Winkel, was als Seitwartsstreuung (side scatter;
SSC) detektiert wird und vor Allem durch intrazelluldare Kompartimente und somit durch Granularitét
und Binnenstruktur der Zelle hervorgerufen wird. Durch die Ermittlung dieser beiden GroRen lassen
sich bereits Zellsubpopulationen voneinander unterscheiden. Zur genaueren Differenzierung der
Subpopulationen kénnen die zu quantifizierenden Zellen anhand ihrer spezifischen Oberflachenmarker
beziehungsweise intrazellularer Marker iber AK an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden. Diese
werden ebenfalls im rechten Winkel zum Laserstrahl detektiert, da hier die Lichtstreuung am geringsten
ist. Verwendet man Farbstoffe mit verschiedenen Emissionsspektren, so kénnen mehrere Merkmale der
Zelle in einem Messvorgang fiir die Detektion genutzt werden. Hierfur werden Farbteilerspiegel und
Bandpassfilter verwendet, die eine optische Trennung der Emissionsspektren ermdglichen. Die
Lichtsignale werden sodann mittels eines Photomultipliers in elektrische Signale umgewandelt. Die
Detektoren werden mit zunehmendem spektralem Abstand vom Anregungslicht, beginnend mit FL1,
aufsteigend nummeriert, wobei der FL1-Detektor griines, der FL2-Detektor orangenes und der FL3-
Detektor rotes Licht erkennt. Um eine klare Trennung der einzelnen Merkmale zu gewéhrleisten, sollten
demnach Farbstoffe verwendet werden, deren Emissionsspektren sich in moglichst geringem Malie
Uberlappen. Die gewonnenen Informationen werden vom Gerdt automatisch digitalisiert. Hierfr
werden elektrische Signale, die einen zuvor definierten Schwellenwert (Threshold) Gberschreiten,
zeitlich den entsprechenden Zellen zugeordnet. Ein Analog-Digitalwandler ordnet die Intensitat der
gemessenen Eigenschaften sodann einer Klasse zu und speichert die Information in Form einer
Listendatei. Dementsprechend wird jeder Zelle eine Liste von unabhangigen Werten beigeordnet, die
wahrend der Messung erfasst wurden. So konnen Zellen, die beispielsweise anhand ihrer Grof3e und
verschiedener Oberflachenmarker quantifiziert wurden, jederzeit nach verschiedenen Kriterien
ausgewertet und korreliert werden (Abbildung 11). Die Messgeschwindigkeit des hier verwendeten
Geréts betragt fur gewohnlich 100-500 Zellen pro Sekunde (Ormerod und Novo 2008; Robinson 1993;
Basiji et al. 2007).
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Abbildung 11: Durchflusszytometrie. Die Zellen brechen das Licht eines Argonlasers abhédngig von ihrer Gréfie und
Granularitdt; es wird vorwdrts und seitwdrts gestreut. Eine weitere Klassifizierung gelingt durch Markierung spezifischer
Oberfldchenmarker mit fluoreszierenden Farbstoffen (Abbildung entnommen und modifiziert aus (eawag aquantic research)).

3.2.7.2. Extra-und intrazellulare Farbung

Im Anschluss an die Kokulturexperimente wurden die CD4*FoxP3" T-Zellen gegen die extrazellularen
Marker CD25, CTLA-4 und PD-1 sowie gegen den intrazellularen Marker FoxP3 gefarbt. Nach Zugabe
von 1 ml FACS-Puffer zu den T-Zellen wurden diese zu gleichen Teilen auf 2 Rundbodenréhrchen (1
Farberohrchen und 1 Negativrohrchen ohne AK-Zugabe) aufgeteilt. Es erfolgte ein
Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm bei 4 °C fur 10 Minuten, um Mediumrickstdnde zu entfernen.
Hierfiir wurde der Uberstand nach der Zentrifugation abgesaugt. Die verwendeten AK waren mit
verschiedenen Farbstoffen, sogenannten Fluorochromen beladen. Diese Fluorochrome sowie deren
Exzitations- und Emissionsmaxima und die jeweilige Verdiinnung der verwendeten AK sind in Tabelle
3 aufgefiihrt. Die Fluorochrome wurden derart ausgewahlt, dass ihre Emissionsspektren sich so wenig
wie mdglich Uberlappen um Signale in Randbereichen der Spektren nicht doppelt zu detektieren.
Insgesamt wurde je Probe 100 ul AK-Ldsung (Férberéhrchen) oder 100 ul FACS-Puffer
(Negativrohrchen) hinzugegeben. Die AK wurden in FACS-Puffer verdinnt. Nach Zugabe der AK-
Losungen wurden die Proben gemixt und fiir 30 Minuten bei 4 °C zur Inkubation dunkel gelagert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die ungebundenen AK in einem Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer
und anschlieBender Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 10 Minuten (4 °C) entfernt. Der Uberstand wurde
abgesaugt und alle Proben in 100 pl Fixierungslésung aufgenommen. Die Fixierungslésung bestand aus
1 % PFA gel6st in PBS. Die Fixierung der Zellen diente der Konservierung aller zelluléren Bestandteile
und ist notwendig, um die Zellen fur die Permeabilisierung der Zellmembran und somit fir die Farbung

des intrazellularen Markers FoxP3 am néchsten Tag vorzubereiten. Zur Fixierung wurden die Proben
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tber Nacht bei 4 °C dunkel gelagert. Am folgenden Tag wurde die Fixierungslésung unter Verwendung
von Permeabilisationspuffer entfernt. Hierzu wurden je Probe 1 ml 0,1 % Saponin gel6st in PBS
hinzugefiuigt und die Proben bei 1500 rpm fir 10 Minuten (4 °C) zentrifugiert. Saponine sind Glykoside
von Steroiden. Sie besitzen Detergenzeigenschaften und beeinflussen die Membranpermeabilitat. Somit
wurde die Durchgéngigkeit der Zellmembran fiir gréRere Molekile ermoglicht. Dies ist notwendig, da
sich der Marker FoxP3 intrazelluldr befindet und der anti-FoxP3-AK in das Innere der Zelle gelangen
muss. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und der anti-FoxP3-AK geldst in 100 pl
Permeabilisationspuffer hinzugegeben. Die Negativkontrollen erhielten 100 ul Permeabilisationspuffer
ohne AK-Zugabe. Die Proben wurden gemischt und fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die nicht-gebundenen AK durch Zugabe von 1 ml Permeabilisationspuffer und einen weiteren
Zentrifugationsschritt (1500 rpm, 4 °C, 10 Minuten) entfernt. Das Zellpellet wurde abschlieRend in 100

ul FACS-Puffer geldst und die Zellen mittels Durchflusszytometer vermessen.

Tabelle 3: Exzitations- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluorochrome (Quelle: (BD Biosciences))

Oberflachen- Farbstoff Fluoreszenz- EXmax innm  Emmaxinnm  Kanal

marker Emissionsfarbe

PD-1 Fluoresceinisothiocyanat — griin 494 519 FL1
(FITC)

CD25 Phycoerythrin gelb 496, 564 578 FL2
(PE)

3.2.7.3. Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Die Rohdaten der vermessenen Zellen werden hinsichtlich ihrer Granularitét (SSC) und Grée (FSC) in
einem Koordinatensystem (DotPlot-Darstellung) linear abgebildet (Abbildung 12). Die verwendete
Software (CellQuest Pro) ermdglicht das Setzen sogenannter ,,Regionen” in der FSC/SSC-Darstellung
der gemessenen Probe. Damit kann die gesuchte Zielpopulation, in diesem Fall die T-Zellen, von
anderen Zellpopulationen oder totem Zellmaterial getrennt und einzeln ausgewertet werden. Die
Software wertet nur die in der Region befindlichen Zellen entsprechend ihrer Fluoreszenz aus. So kann
bestimmt werden, wie viele Zellen der Zellpopulation einen bestimmten Oberflachenmarker
exprimieren. Fur jede Bestimmung wurde eine Isotypenkontrolle der Probe angefertigt um eventuelle
unspezifische Farbungen (Autofluoreszenz) auszuschliel3en.
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Abbildung 12: Dot Plot. (A) Die Zellen werden hinsichtlich Granularitét (SSC) und Gréfe (FSC) abgebildet. Durch das Setzen
einer Region wird die Zielpopulation (hier T-Zellen) ausgewdhlt. (B) In dieser werden die Zellen anhand der markierten
Oberfldchenmolekiile gemessen. Im rechten oberen Quadranten finden sich demnach FoxP3* T-Zellen.

3.2.8. Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ELISA ist ein auf AK basiertes Nachweisverfahren zur Detektion von Proteinen, Viren und
niedermolekularen Verbindungen. Im Zuge dieser Arbeit wurde als Methode der Festphasen-ELISA
verwendet (Abbildung 13). Hierbei werden Mikrotiterplatten zunéchst mit einem monoklonalen Erst-
AK (Capture Antibody) beschichtet (1), welcher dort adsorptiv bindet. Wird die Probe hinzugefugt,
bindet das zu detektierende Antigen an den Erst-AK (2). Im Sinne der sogenannten ,,Sandwich-
Methode” wird in einem weiteren Schritt ein weiteres Enzymkonjugat bestehend aus einem
Detektionsantikdrper (Zweit-AK) (3), der an das Reporterenzym Meerrettich-Peroxidase (HRP; horse
raddish peroxidase) gebunden ist (4), hinzugegeben. Der Zweit-AK bindet an ein weiteres Epitop des
zu detektierenden Molekiils, sodass dieses wie ein Sandwich in AK gehllt ist. HRP ist in der Lage das
Chromogen Tetramethylbenzidin (TMB) umzusetzen (5). Dies fiihrt zu einer Blaufarbung der Probe.

Die Substratumsetzung wird nach

- einer definierten  Zeit  durch
&_, » Hinzugabe von = Schwefelsaure
A A beendet, was Zu einem

Farbumschlag des TMB von blau zu

A A A gelb fuhrt. Die Farbintensitit wird

mittels eines Photometers
l I ! ! ! quantifiziert. Die optische
(1) () (3) (4) (5) Extinktion bei 450 nm und damit die
Konzentration des

Abbildung 13: Festphasen-ELISA. (1) Capture-Antikérper gebunden an der nachzuweisenden Stoffes werden
Loch-Platte; (2) Zugabe der Probe; (3) Bindung des Detektionsantikérpers; (4)
Bindung der HRP, welche (5) TMB umsetzt. Es erfolgt ein Farbumschlag von blau

zu gelb. mit  bekannter  Konzentration
(Abbildung entnommen und modifiziert nach (Jeffrey M. Vinocur 2006))

dabei mit einer Verdinnungsreihe

(Standardreihe) verglichen.
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3.2.8.1. ELISA zum Nachweis der g-hCG-Sekretion der Zelllinien

Es wurden 5x10* JEG-3-, HaCat-, SWAN-71- und HTR-8-Zellen in 1 ml des entsprechenden
Zellkulturmediums ausplattiert und fiir 24 Stunden kultiviert. Der Zelliberstand wurde entnommen und
der Gehalt an hCG mittels eines B-hCG ELISA Kits bestimmt. Zundchst wurde eine 96-Lochplatte mit
dem Erst-AK — 1:250 verdunnt in Beschichtungspuffer — beschichtet und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Am Folgetag wurde der Uberstand durch Ausklopfen der Platte auf saugfahigem Papier verworfen und
300 pl Waschpuffer in jede Vertiefung der Platte gegeben. Auf diese Art wurden die Vertiefungen durch
wiederholtes Befullen und grundliches Ausklopfen dreimal gewaschen. Fur die Standardreihe wurde
eine im Kit befindliche Stock-Losung mit einer f-hCG Konzentration von 200 mIU/ml seriell verdiinnt.
Von den Verdiinnungen der Standardreihe sowie von jeder Probe wurden 25 pl in die Vertiefungen
gegeben. Die Proben und Standardverdinnungen wurden als Doppelbestimmungen angelegt. Im
Anschluss wurde das Enzym-Konjugat hinzugefugt, die Platte fiir 10 Sekunden geschittelt und
anschlieBend bei RT fiir eine Stunde inkubiert. Der Uberstand wurde durch Ausklopfen der Platte auf
saugfahigem Papier verworfen und die Proben 5 Mal mit destilliertem Wasser grindlich gewaschen.
Daraufhin wurden je 100 pl der Substratldsung hinzugegeben. Es erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt
fir 15 Minuten, welcher durch die Zugabe von 50 pl Stop-Losung unterbrochen wurde. Die Stop-
Losung enthédlt 1 M Schwefelsdure und fihrt dazu, dass kein Substrat mehr umgesetzt wird. Die

Farbintensitat in der Probe konnte anschliefend bei 450 nm mit einem Photometer ermittelt werden.

3.2.8.2. ELISA zum Nachweis der Progesteronproduktion von Maus-Leydig-Tumorzellen

Um die Wirksamkeit des in dieser Arbeit verwendeten anti-nCG-AK zu testen, wurde Uberpruft,
inwieweit der AK die hCG-induzierte Progesteronproduktion in Maus-Leydig-Tumorzellen beeinflusst.
Der Gehalt an Progesteron im Zellkulturiiberstand der MLTC-1-Zellen wurde mittels eines Progesteron-
ELISA Kits entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Durchfiihrung des ELISAs beruht

auf dem unter 3.2.8 erlauterten Prinzip.

3.2.8.3. ELISA zum Nachweis von IL-10 und TGF-$

Im Anschluss an die Kokulturexperimente wurden die Zytokine IL-10 und TGF-B mit Hilfe des
OptEIA™ Human IL-10 ELISA Set bzw. Human/Maus TGF betal ELISA Ready-Set-Go entsprechend
den Herstellervorgaben ermittelt. Die Durchflihrung des ELISAs beruht auf dem unter 3.2.8 erlduterten

Prinzip.

3.2.9. Statistische Auswertung der Daten

Alle Konversionsassays wurden 3 bis 7 Mal in Doppelbestimmung, die Suppressionsassays 3 Mal in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Analyse und Darstellung der Daten erfolgte mit der Software
GraphPad Prism 5.0. Fir alle Versuche wurde ermittelt, ob die Daten normalverteilt sind. War dies der
Fall, wurden die Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichung der Mittelwerte (S.E.M.)
dargestellt. Der Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit one-way ANOVA und anschlielender

Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Waren die Daten nicht normalverteilt, wurde der nicht-
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parametrische Friedman-Test gefolgt von Dunn‘s posttest angewendet. Die Ergebnisse wurden als

Mediane und Interquartilsabstand dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1.1. hCG-Bestimmung im Uberstand verschiedener Zelllinien
Zunachst wurde der Reinheitsgrad an CD4*CD25FoxP3" T-Zellen nach der MACS-Isolation bestimmt.
Innerhalb der CD4-Zellpopulation wiesen dabei lediglich 0,025 % der Zellen sowohl den Marker CD25
als auch FoxP3 auf (Abbildung 14 A-D). Demnach wurde mit > 98 % reinen CD4"FoxP3- T-Zellen
gearbeitet.

Des Weiteren wurden die verschiedenen Zelllinien auf die Produktion von hCG untersucht.
Dafiir wurde die Menge an hCG im Uberstand von HaCat-, SWAN-71-, HTR-8- und JEG-3-Zellen nach
24-stundiger Kultur bestimmt. Es wurde gezeigt, dass JEG-3-Zellen hohe Mengen an hCG sezernieren,
wahrend HTR-8-Zellen eine eher geringe hCG-Produktion aufweisen. HaCat und SWAN-71 gehdren
zu den nicht-hCG-produzierenden Zellen (Abbildung 14 E).
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Abbildung 14: Reinheit der CD4*CD25 FoxP3- T-Zellen und hCG-Produktion verschiedener Zelllinien

A-D) Nach magnetischer Isolation der CD4*CD25  T-Zellen von PBMZs schwangerer Frauen wurde die Zahl an noch
vorhandenen CD4*CD25*FoxP3* T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 98,5% aller Lymphozyten (A) waren positiv
flir CD4 gefdrbt (B). In der gesamten CD4-Zellpopulation waren nur 0,025% der Zellen positiv fiir CD25 und FoxP3 (D). Die
Isotypenkontrolle ist in Abbildung (C) dargestellt.

E) HaCat-, SWAN-71-, HTR-8- und JEG-3-Zellen wurden fiir 24 Stunden in Kultur genommen und anschliefSend die Menge an
hCG im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Der Versuch wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt.
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4.1.2. hCG-produzierende JEG-3-Trophoblastenzellen bewirken eine Konversion von
CD4*FoxP3 T-Zellen zu CD4*FoxP3* Teg-Zellen

Ausgehend von der Vermutung, dass hCG auf lokaler Ebene eine Konversion von CD4*FoxP3" T-Zellen
zu Treg bewirkt, wurden CD4*FoxP3" T-Zellen mit verschiedenen Zelllinien kultiviert. Zum einen
wurden hCG-produzierende HTR-8- und JEG-3-Zellen verwendet, zum anderen nicht-hCG-
produzierende HaCat- und SWAN-71-Zellen. Da das intrazellulare FoxP3 noch immer als der am
weitesten verwendete und spezifischste Marker flir Treg gilt, wurde die Anzahl an CD4"FoxP3* Zellen
nach 72-stundiger Kultur bestimmt. Eine Darstellung der entsprechenden Dot Plots findet sich in
Abbildung 15. Zusétzlich wurde die Anzahl an CD4*FoxP3" Treg-Zellen ermittelt, welche zusatzlich die
Oberflachenmarker CTLA-4 und PD-1 exprimierten, da fiir beide bereits nachgewiesen wurde, dass Treg
ihre Suppressivitat wahrend der Schwangerschaft unter anderem Uber diese Molekiile ausuben (Friedline
et al. 2009; Jin et al. 2009; Li et al. 2015; Zhang et al. 2015).

Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an CD4"FoxP3* Teg-Zellen nach der Kultur mit den
hCG-produzierenden JEG-3-Zellen signifikant anstieg. Im Gegensatz dazu fand sich kein Anstieg nach
Kultur mit den nicht-hCG-produzierenden HaCat-Zellen. Interessanterweise fihrten die HTR-8- und
SWAN-71-Trophaoblastenzellen, obwohl sie nur wenig beziehungsweise kein hCG produzieren,
ebenfalls zu einer Zunahme an CD4"FoxP3* Trg-Zellen (Abbildung 15 A und B). Dieser Unterschied
war nicht statistisch signifikant. Es lasst sich jedoch vermuten, dass neben hCG noch andere Faktoren
zu einer Konversion in T beitragen.

Weiterhin fand sich nach Kultur von CD4"FoxP3" T-Zellen mit allen Zelllinien weder ein
Anstieg an CD4*FoxP3* Trg-Zellen, welche zusétzlich CTLA-4 exprimierten, noch eine Zunahme an
PD-1-exprimierenden CD4*FoxP3* Trg-Zellen (Abbildung 15 C und D).
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Abbildung 15: hCG-produzierende Trophoblastenzellen induzieren CD4*FoxP3* T,.q-Zellen
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CD4*FoxP3- T-Zellen wurden mit hCG-produzierenden (JEG-3, HTR-8) oder nicht hCG-produzierenden (SWAN-71, HaCat)
Zelllinien kultiviert. Nach 72 Stunden wurde die Anzahl an (B) CD4*FoxP3* Zellen, (C) CTLA-4-exprimierenden und (D) PD-1-
exprimierenden CD4*FoxP3* Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Représentative Dot Plots sind exemplarisch fiir die
Bestimmung von CD4*FoxP3* Zellen dargestellt (A). Die Versuche wurden 6 Mal (Blut von 6 verschiedenen Probandinnen) in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwerte mit S.E.M. dargestellt. Der Vergleich zwischen den Gruppen
wurde mit one-way ANOVA und anschliefSender Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. *=p<0,05; **=p<0,01.
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4.1.3. Die Kultur von CD4*FoxP3" T-Zellen mit Trophoblastenzellen und Keratinozyten
beeinflusst die Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen

Nachdem gezeigt wurde, dass hCG die Entstehung von CD4*FoxP3" Teg-Zellen induziert, war es von

Interesse die Produktion von IL-10 und TGF-B durch CD4*FoxP3 T-Zellen unter dem Einfluss des hCG

zu betrachten. Beide Zytokine sind erwiesenermalien Mediatoren zur Ausubung der protektiven Treg-

Funktion (Weiner 2001; Groux et al. 1997).

Fur die Kultur von CD4"FoxP3" T-Zellen mit den nicht-hCG-produzierenden HaCat-Zellen
wurde ein signifikanter Anstieg an IL-10 ermittelt. Bei der Kultur mit HTR-8-, JEG-3- und SWAN-71-
Zellen zeigte sich zwar ein Anstieg der 1L-10 Sekretion, dieser war jedoch nicht signifikant. Die
alleinige Kultur der Zelllinien zeigte, dass SWAN-71- und HTR-8-Zellen nur geringe Mengen an IL-10
produzierten, wahrend in den Uberstanden der HaCat- und JEG-3-Zellen kein IL-10 nachgewiesen
werden konnte. Bei der Kultur von CD4"FoxP3" T-Zellen mit allen Trophoblastenzelllinien (SWAN-71,
HTR-8, JEG-3) wurde ein Anstieg an TGF-B im Uberstand gesehen. Die alleinige Kultur der Zelllinien
zeigte jedoch, dass alle TGF-B produzieren, sodass sich die Zunahme an TGF-B im Uberstand
wahrscheinlich aus der Summe der TGF-B-Produktion der Zelllinien und der T-Zellen ergab. Auch die
Kultur mit HaCat-Zellen zeigte keinen Anstieg an TGF-f. (Tabelle 4).

Tabelle 4: CD4*FoxP3- T-Zellen wurden zusammen mit hCG- und nicht-hCG-produzierenden Zelllinien kultiviert und die
Menge an IL-10 and TGF-8 in den Zelliiberstiinden ermittelt. Die Versuche wurden 4 Mal (Blut von 4 verschiedenen
Probandinnen) in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwerte mit S.E.M. dargestellt. Der Vergleich
zwischen den Gruppen wurde mit one-way ANOVA und anschliefsender Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. ***p<0,001.
CD4*FoxP3- T-Zellen alleine dienten als Kontrolle. n.d. — nicht-detektierbar.

IL-10 [pg/ml] pro 10.000 Zellen  TGF-B [pg/ml] pro 10.000 Zellen

CD4*FoxP3- T-Zellen alleine 2,23 +0,55 57,16 £ 6,32
CD4*FoxP3 T-Zellen + HaCat-Zellen 134 + 14,53*** 48,86 + 1,40
CD4*FoxP3" T -Zellen + SWAN-71-Zellen 12,21 + 3,10 95,51 +4,08
CD4*FoxP3" T-Zellen + HTR-8-Zellen 15,33+ 3,91 92,41 +11,28
CD4*FoxP3 T-Zellen + JEG-3-Zellen 26,08 + 8,87 94,71 +1,08
HaCat-Zellen alleine n.d. 45,01
SWAN-71-Zellen alleine 4,26 18,88
HTR-8-Zellen alleine 0,28 57,38

JEG-3-Zellen alleine n.d. 4548
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4.1.4. Bestimmung der Neutralisationsfahigkeit des hCG-Antikdrpers
Um die Wirksamkeit des im folgenden Versuchsteil verwendeten anti-hCG-AK zu testen, wurde
zun&chst untersucht, ob die hCG-induzierte Progesteronproduktion von MLTC-1-Zellen durch den anti-
hCG-AK blockiert wird. Dafiir wurden JEG-3-Zellen mit unterschiedlichen Verdiinnungen des anti-
hCG-AK behandelt, der Zelliiberstand auf MLTC-1-Zellkulturen (bertragen und nach 24 Stunden die
Menge an Progesteron im Uberstand bestimmt.

Dabei zeigte sich, dass eine Blockierung des durch JEG-3-Zellen gebildeten hCGs durch den
AK zu einer signifikanten Reduktion der Progesteronmenge im Uberstand der MLTC-1-Zellkultur
fuhrte. Dieser Effekt war eindeutig dosisabhéngig (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Bestimmung der Neutralisationsfihigkeit des hCG-Antikérpers.

JEG-3-Zellen wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen des anti-hCG-AK behandelt und der Zelliiberstand auf MLTC-1-
Zellkulturen iibertragen. Nach 24 Stunden wurde die Menge an Progesteron im Uberstand bestimmt. Die Versuche wurden 3
Mal in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwerte mit S.E.M. dargestellt. Der Vergleich zwischen den

Gruppen wurde mit one-way ANOVA und anschliefender Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. *=p<0,05;, **=p<0,01;
kK
=p<0,001.

4.1.5. Die Blockierung von hCG verhindert die JEG-3-Zellen-induzierte Konversion von
CD4*FoxP3 T-Zellen zu CD4"FoxP3" Teg-Zellen.

Neben hCG sezernieren Trophoblastenzellen noch eine Reihe anderer Faktoren, sodass im Folgenden
untersucht wurde, welchen Anteil insbesondere das hCG an der Induktion von Teq durch JEG-3-Zellen
hat. Dafiir wurde das im Uberstand von JEG-3-Zellen vorhandene hCG mittels AK geblockt und erneut
die Anzahl an konvertierten Ty ermittelt.

Wie bereits zuvor fiihrte die Kokultur von CD4"FoxP3- T-Zellen mit JEG-3-Zellen zu einem
Anstieg an CD4"FoxP3* Treg-Zellen. Interessanterweise bewirkte die Zugabe des hCG-blockierenden
AK, dass kein Anstieg an CD4"FoxP3" Tes-Zellen detektiert wurde (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Blockierung von hCG verhindert die Induktion von CD4*FoxP3* T,.4-Zellen.
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CD4*FoxP3- T-Zellen wurden zusammen mit hCG-produzierenden JEG-3 Zellen unter Zugabe versus ohne Zugabe eines
neutralisierenden anti-hCG-AK in Kultur genommen. Nach 72 Stunden Kultur wurde die Anzahl an CD4*FoxP3* Zellen mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Die Ergebnisse sind als Dot Plot (A) und Diagramm (B) dargestellt. Die Versuche wurden 3 Mal
(Blut von 3 verschiedenen Probandinnen) in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind aufgefiihrt als Mediane und
Interquartilsabstand. Der Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit dem Friedman-Test gefolgt vom Dunn’s posttest
durchgefiihrt. *=p<0,05.
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4.2. Die Zugabe von rhCG oder uhCG bewirkt eine Konversion von CD4*FoxP3  T-Zellen zu
CD4"FoxP3* Treg-Zellen, hat aber keinen Einfluss auf die Produktion von IL-10 und
TGF-B

Um den bisher gezeigten Effekt des hCG auf die Entstehung von Trg zu verifizieren, wurden die

CD4'FoxP3" T-Zellen unter Hinzugabe von rhCG oder uhCG kultiviert. Dabei wurden verschiedene

Konzentrationen des jeweiligen hCG verwendet um zu analysieren, ob eine Konzentrationsabhéngigkeit

bezuglich der Auswirkung auf die CD4*FoxP3" T-Zellen vorliegt.

Unabhdangig von der Konzentration fuhrten sowohl das rhCG als auch das uhCG zu einem
signifikanten Anstieg an CD4*FoxP3" Trg-Zellen (Abbildung 18 A, B und E), hatten jedoch keinen
Einfluss auf die CTLA-4- oder PD-1-Expression in diesen Zellen (Abbildung 18 C und F sowie 18 D
und G).

Es wurde auch die Sekretion von IL-10 und TGF-f untersucht. Dabei zeigte sich keinerlei
Erhéhung von IL-10 und TGF-B im Uberstand und dementsprechend kein Einfluss des rhCG oder uhCG
auf die Produktion dieser Zytokine durch CD4*FoxP3- T-Zellen (Tabelle 5 und 6).
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CD4*FoxP3- T-Zellen wurden unter Zugabe von verschiedenen Konzentrationen an rhCG (B-D) oder uhCG (E-G) kultiviert. Nach
72 Stunden wurde die Anzahl der CD4*FoxP3*Zellen (B, E), sowie der CTLA-4-exprimierenden (C, F) und PD-1-exprimierenden
CD4*FoxP3*Zellen (D, G) mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Reprdsentative Dot Plots sind exemplarisch fiir die
Bestimmung von CD4*FoxP3* Zellen dargestellt (A). Die Versuche wurden 7 Mal (Blut von 7 verschiedenen Probandinnen) in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwerte mit S.E.M. dargestellt. Der Vergleich zwischen den Gruppen
wurde mit one-way ANOVA und anschliefSender Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. *=p<0,05; ***=p<0,001.
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Tabelle 5: Konzentration an IL-10 und TGF-8 in den Uberstiinden der mit rhCG behandelten CD4*FoxP3- T-Zellen. Die
Versuche wurden 4 Mal (Blut von 4 verschiedenen Probandinnen) in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als
Mittelwerte mit S.E.M. dargestellt. Der Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit one-way ANOVA und anschliefSender
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen detektiert werden.
CD4*FoxP3- T-Zellen alleine dienten als Kontrolle.

IL-10 [pg/ml] pro 10000 Zellen TGF-B [pg/ml] pro 10000 Zellen

CD4*FoxP3- T-Zellen alleine 1,53+0,72 49,48 + 0,89
CD4*FoxP3" T-Zellen + 50mIU/ml rhCG 1,25 +0,57 50,41 + 4,03
CD4*FoxP3- T-Zellen + 100mIU/ml rhCG 1,43 £ 0,86 48,22 + 3,25
CD4*FoxP3" T-Zellen + 500mIU/ml rhCG 1,48 + 0,98 53,63 £0,21

Tabelle 6: Konzentration an IL-10 und TGF-8 in den Uberstinden der mit uhCG behandelten CD4*FoxP3- T-Zellen. Die
Versuche wurden 4 Mal (Blut von 4 verschiedenen Probandinnen) in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind als
Mittelwerte mit S.E.M. dargestellt. Der Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit one-way ANOVA und anschliefSender
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen detektiert werden.
CD4*FoxP3- T-Zellen alleine dienten als Kontrolle.

IL-10 [pg/ml] pro 10000 Zellen TGF-p [pg/ml] pro 10000 Zellen

CD4*FoxP3" T-Zellen alleine 1,51+£0,71 52,99 + 3,55
CD4*FoxP3" T-Zellen + 1001U/ml uhCG 1,20 £ 0,56 46,69 + 0,50
CD4*FoxP3- T-Zellen + 2501U/ml uhCG 1,32 £ 0,66 46,49 + 1,63
CD4*FoxP3 T-Zellen + 5001U/ml uhCG 1,25+0,82 47,95 2,95

4.3. Die Kultur mit hCG-produzierenden JEG-3-Zellen steigert die suppressive Kapazitat der
CD4*FoxP3 T-Zellen.
AbschlieBend galt es zu ergriinden, ob die CD4*FoxP3" T-Zellen, welche mit hCG behandelt wurden,
eine hohere Kapazitat zur Immunsuppression besitzen als unbehandelte CD4*FoxP3- T-Zellen. Dafiir
wurde ermittelt ob die hCG-behandelten CD4*FoxP3 T-Zellen in der Lage sind die Proliferation auto-
und allologer T-Zellen zu hemmen. Es wurde vermutet, dass eine Zunahme an suppressiver Aktivitat
des Zellpools durch eine Erhéhung der Anzahl an T.g innerhalb dieses Pools zustande kommt.
Leider war es aufgrund der geringen Anzahl an Trg technisch nicht méglich diese aus dem
Gesamtzellpool zu reisolieren um ihre suppressive Kapazitat separat zu beurteilen. Daher wurde die
suppressive Aktivitat aller hCG-behandelten CD4*FoxP3" T-Zellen (kultiviert mit JEG-3-Zellen oder
100 miU/ml rhCG) bestimmt und diese mit der suppressiven Aktivitdt der CD4*FoxP3~ T-Zellen
verglichen, die nicht mit hCG behandelt worden waren. CD4*FoxP3" T-Zellen wurden auch mit SWAN-
71-Zellen kultiviert, da diese kein hCG produzieren, aber dennoch in der Lage waren, die Zahl an T eg
zu erhoéhen. Des Weiteren war es von Interesse, ob die T-Zell-Funktion dadurch beeinflusst wird, dass
diese zuvor Kontakt mit vaterlichen Antigenen hatten. Dementsprechend wurde die Fahigkeit von hCG-
behandelten und nicht-hCG-behandelten CD4*FoxP3- T-Zellen getestet, sowohl die Proliferation von
autologen als auch von allologen T-Zellen zu unterdrlicken.

Dabei zeigte sich, dass die suppressive Aktivitit der CD4*FoxP3" T-Zellen signifikant erhoht
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war, wenn diese zuvor mit hCG-produzierenden JEG-3-Zellen oder rhCG kultiviert worden waren. Die
Kultur mit SWAN-71-Zellen fuhrte, wenn auch nicht signifikant, zu einer Erhdhung der Fahigkeit von
CD4'FoxP3" T-Zellen die Proliferation anderer T-Zellen zu unterdriicken. Autologe und allologe T-
Zellen wurden dabei in gleichem Male supprimiert (Abbildung 19 A und B).
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Abbildung 19: hCG-produzierende Trophoblastenzellen erh6hen die suppressive Fihigkeit von T-Zellen.

CD4*FoxP3- T-Zellen wurden fiir 72 Stunden zusammen mit hCG-produzierenden JEG-3-Zellen, nicht-hCG-produzierenden
SWAN-71-Zellen oder 100 mIU/ml rhCG kultiviert. Im Anschluss wurden die hCG-behandelten bzw. unbehandelten CD4*FoxP3-
T-Zellen entnommen und entweder mit (A) autologen (vom selben Spender stammend) oder (B) allologen T-Zellen (von einem
anderen Spender stammend) fiir 48 Stunden kultiviert. Die suppressive Kapazitdt der hCG-behandelten bzw. unbehandelten
CD4*FoxP3- T-Zellen wurde ermittelt, indem ihre Féhigkeit zur Unterdriickung der Proliferation der auto- bzw. allologen T-
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt wurde. Die Versuche wurden jeweils 3 Mal (Blut von 3 verschiedenen
Probandinnen) in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Daten sind aufgefiihrt als Mediane und Interquartilsabstand. Der
Vergleich zwischen den Gruppen wurde mit dem Friedman-Test gefolgt vom Dunn’s posttest durchgefiihrt. *=p<0,05.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Kultur von CD4"FoxP3~ T-Zellen mit hCG-
produzierenden JEG-3-Zellen zu einer signifikanten Zunahme an CD4*FoxP3* Trg flhrte. Nach
Blockierung des hCG durch einen anti-hCG-AK in der Kokultur war dieser Effekt nicht mehr
nachzuweisen. Auch die Zugabe von rhCG und uhCG fiihrte unabhéngig von der Konzentration zu einer
Konversion von CD4"FoxP3- T-Zellen zu CD4*FoxP3* Ty Des Weiteren flhrte die Behandlung der
CD4*FoxP3- T-Zellen mit hCG dazu, dass diese die Proliferation konventioneller T-Zellen hemmten.
Die Kultur von CD4"FoxP3 T-Zellen sowohl mit Trophoblastenzellen als auch mit Keratinozyten fiihrte

zu einem Anstieg an IL-10, wobei dieser nur fur die Kultur mit HaCat-Zellen signifikant war. Die
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Zugabe von rhCG oder uhCG hatte keinen Einfluss auf die 1L-10-Produktion. Eine Zunahme an TGF-
fand sich in keinem der Versuche.
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5. Diskussion

Die Geburt eines Kindes ist flr viele Menschen das wichtigste und glicklichste Erlebnis ihres Lebens.
Der Weg dorthin, die Schwangerschaft, stellt wohl eines der gréfiten Wunder der Biologie dar. Leider
treten in etwa 15 % der Schwangerschaften Komplikationen auf. Neben vergleichsweise harmlosen
Erkrankungen wie Gestationsdiabetes oder schwangerschaftsinduzierter Hypertonie finden sich leider
auch schwerwiegende Storungen wie beispielsweise Praeklampsien, Eklampsien und Aborte. Es wird
davon ausgegangen, dass die Anzahl an Fehlgeburten deutlich héher liegt, als statistisch erfasst. Treten
diese bei einer Frau gehduft auf, spricht man vom habituellen Abort, was zu einem enormen
Leidensdruck der betroffenen Frau und ihrem Partner fiihren kann. H&ufig sind immunologische
Fehlfunktionen des schwangeren Organismus eine Ursache fur wiederholte Fehlgeburten. Der weibliche
Organismus muss waéhrend der Schwangerschaft einen immunologischen Balanceakt vollfuhren.
Einerseits muss der Kérper vor Infektionen durch fremde Erreger geschitzt werden, andererseits muss
der Fetus, der zu 50 % aus Fremdantigenen besteht, toleriert werden. Man weil} heutzutage, dass ein
aktiver Immunregulationsprozess stattfindet, sowohl auf zellulérer als auch auf molekularer Ebene.

Die Schwangerschaft ist durch starke hormonelle Schwankungen gekennzeichnet. Es gibt
Hinweise darauf, dass Hormone einen entscheidenden Beitrag zur Regulierung des Immunsystems
wahrend der Schwangerschaft leisten. In vielen Studien wurde bereits gezeigt, dass Hormone wie
Progesteron, Ostrogen und hCG sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem
modulieren (Schumacher et al. 2014, Review) und auf diesem Wege zur Immuntoleranz gegentiber dem
Feten beitragen. Mehrere Studien der letzten Jahre identifizierten hCG als bedeutend fiir die Regulation
von B-Zellen (Rolle et al. 2013; Jensen et al. 2012; Fettke et al. 2016), DZ (Segerer et al. 2009) und T-
Zellen (Shirshev 1997; Khan et al. 2001) in der Schwangerschaft. Insbesondere konnte gezeigt werden,
dass Treg einen Rezeptor fir hCG exprimieren (Schumacher et al. 2013; Schumacher et al. 2009) und
hCG einen Hauptfaktor fir die Migration von humanen Trq zur feto-maternalen Grenzfl&che darstellt
(Schumacher et al. 2009). Die Bedeutung der T flir die menschliche Schwangerschaft ist mittlerweile
unbestritten. Zahlreiche Studien bestétigen die Assoziation von Fehlgeburten und dem Krankheitsbild
der Praeklampsie mit einem insuffizienten Anstieg an Zahl und Funktionalitat der Ty (Sasaki et al.
2004; Arruvito et al. 2007; Hafeez et al. 2014). Des Weiteren zeigen Patientinnen, die im Rahmen einer
IVF-Behandlung hCG injiziert bekamen, dass sich die Anzahl an Ty im peripheren Blut nach der
Injektion signifikant erhohte (Koldehoff et al. 2011). Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden,
dass die Applikation von hCG in schwangere Tiere, die eine Storung der fetalen Toleranz aufwiesen, zu
einer signifikant verringerten Abortrate fiihrte. Dieser schwangerschaftsfordernde Effekt war mit einer
Erhohung der Treg-Zellzahl und -aktivitat vergesellschaftet. AuRerdem konnte auch ein Transfer der Treg
von hCG-behandelten Aborttieren diesen Effekt erreichen (Schumacher et al. 2013). Es kann demnach

angenommen werden, dass hCG nicht nur die Migration von Trg, sondern auch deren Expansion und
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eine Erhéhung ihrer Funktionalitit bewirkt. Dennoch muss die Wirkungsweise von hCG auf humane

Treg NOCh untersucht werden.

5.1. hCG induziert die de-novo Synthese von T aus CD4*FoxP3- T-Zellen

Da es ein Ziel dieser Arbeit war zu ergriinden, ob hCG, welches vom Trophoblasten gebildet wird, zu
einer Induktion von Ty in der menschlichen Schwangerschaft fiihrt, wurden in einer ersten
Versuchsreihe CD4*FoxP3- T-Zellen mit verschiedenen Trophoblastenzelllinien kultiviert. Einerseits
wurden die hCG-produzierende Chorionkarzinomzelllinie JEG-3- und HTR-8-Zellen verwendet,
andererseits die nicht hCG-produzierende SWAN-71-Zelllinie (Straszewski-Chavez et al. 2009;
Graham et al. 1993). Die Hautkrebszelllinie HaCat diente der Kontrolle. Dabei wurden
Trophoblastenzelllinien anstelle von Primartrophoblasten verwendet, da diese immortalisiert und damit
insbesondere flir Versuche geeignet sind, in denen notwendige Proben (im Falle dieser Arbeit Blut von
Schwangeren) nicht standig und sofort zur Verfiigung stehen. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse gewahrleistet. Die Methode, die zur Immortalisierung dieser Zellen verwendet wurde, hatte
keinen Einfluss auf den Karyotyp oder den Phanotyp der Zellen (Jiang et al. 1999; Krikun et al. 2005).
Beide Zelllinien weisen gleichartige Charakteristika wie Primartrophoblasten auf und wurden bereits
erfolgreich in in vitro Studien verwendet (Fest et al. 2008; Mulla et al. 2009; Fettke et al. 2016). Es ist
jedoch einzurdumen, dass auch Unterschiede zwischen Priméartrophoblasten und Trophoblastenzellinien
gefunden wurden, beispielsweise bezlglich ihrer Expression von HLA- oder mMRNA- Molekilen (Apps
et al. 2009; Bilban et al. 2010; Tilburgs et al. 2015). In der vorliegenden Studie wurde sich jedoch fiir
Zelllinien entschieden, da sie in Kultur konstante Mengen an hCG sezernieren. Dies ist bei
Primértrophoblasten nicht der Fall. Demzufolge diente die Verwendung von Trophoblastenzellinien
dem vorab gesetzten Ziel, den Einfluss von hCG auf Ty zu erforschen.

Es zeigte sich, dass sich die Anzahl an T.g nach der Kokultur mit der hCG-produzierenden
Trophoblastenzelllinie JEG-3 signifikant erhohte, wohingegen die Keratinozyten, welche kein hCG
produzieren, diesen Effekt nicht zeigten. Interessanterweise fand sich auch nach der Kultur mit den
Trophoblastenzellen HTR-8 und SWAN-71 eine Erhohung der Treg-Zellzahl, obwohl auch diese nur eine
geringe bzw. keine hCG-Produktion aufwiesen. Diese Beobachtung stimmt mit den Erkenntnissen einer
Studie von Ramhorst und Kollegen (berein, bei der Niedrigserum-Medien von SWAN-71- und HTR-
8-Zellen eine Differenzierung von mutterlichen naiven T-Zellen zu induzierten Treg (iTreg) bewirkten,
welche sich durch eine signifikante Erh6hung der FoxP3-Expression auszeichneten (Ramhorst et al.
2012a). Die Autoren beschrieben auRBerdem eine hohe Expression von TGF-1 und TGF-B2 durch HTR-
8- und SWAN-71-Zellen und stellten fest, dass TGF-B an der lokalen Treg-Zell-Differenzierung an der
fetomaternalen Grenzflache beteiligt ist. Eine aktuellere Studie zeigte zudem, dass das von SWAN-71-
Zellen gebildete antiinflammatorische Molekil VIP auch einen Einfluss auf die lokale Induktion von
Treg hat (Fraccaroli et al. 2015).

Des Weiteren wurden bis heute viele antigenabhéngige und antigenunabhangige Mechanismen

der trophoblasteninduzierten Tg-Zell-Generierung und -Expansion beschrieben. Beispielsweise
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wurden nicht-MHC-Antigene und nicht-klassische MHC-Antigene, welche von Trophoblastenzellen
exprimiert werden, in diesem Zusammenhang identifiziert (Shao et al. 2005). Auch Oberflachenmarker,
wie PD-L1 wurden als hierfur bedeutend beschrieben (Taglauer et al. 2008). Neben TGF-$ kénnten
auch andere vom Trophoblasten gebildete Faktoren, wie zum Beispiel Galectin-1 und IL-10 eine
Induktion von Ty an der fetomaternalen Grenzflache bewirken (Ramhorst et al. 2012b; Groux et al.
1997; Roth et al. 1996).

Auch die Wirkung des von der Plazenta produzierten Progesterons auf die Anzahl an Teg wird
diskutiert, wenn auch kontrovers. Wahrend Mao und Kollegen zeigten, dass physiologische Mengen an
Progesteron, wie sie in der Schwangerschaftsmitte vorliegen, im Mausmodell zu einer Konversion von
CD4*CD25 T-Zellen in CD4*CD25" Teg-Zellen fiihrten (Mao et al. 2010), berichteten Mjoésberg und
Kollegen Gegenteiliges. Hier fuhrten Progesteronkonzentrationen, die denen des zweiten Trimenons der
menschlichen Schwangerschaft entsprachen, zu einer Reduktion von CD49mCD25"s"FoxP3* Zellen
(Mjosberg et al. 2009). Weiterhin zeigten Schumacher und Kollegen im Mausmodell, dass die Gabe von
Progesteron zwar zu einer erhéhten Zahl an T fiihrte, dies jedoch nicht mit einem Schutz vor Aborten
korrelierte (Schumacher et al., eingereicht).

Neben den direkten Stoffwechselwegen kénnen auch indirekte Wege, beispielsweise tber DZ,
zu einer Akkumulation von Ty fuhren. In diesem Fall bedingen vom Trophoblasten exprimierte
Faktoren eine Differenzierung von DZ hin zu einem tolerogenen Phédnotyp, was wiederum die
Generierung von Trg unterstiitzt (Du et al. 2014; Salamone et al. 2012). Im Mausmodell wurde
diesbeziiglich schon gezeigt, dass nach Applikation von sowohl LH als auch hCG die Zahl an reifen DZ
in der Dezidua und der Peripherie vermindert war und das DZ nach hCG-Behandlung eine erhthte
Fahigkeit zur Induktion von T hatten (Schumacher et al. 2013). AuBerdem wurde belegt, dass die
Gabe von hCG-behandelten DZ zu einer Verringerung der Abortrate fiihrte (Dauven et al. 2016).

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass das vom Trophoblasten gebildete hCG einen weiteren
wichtigen Faktor fir die lokale Trg-Zell-Induktion aus konventionellen T-Zellen darstellt. Obwohl
vermutet wird, dass eine Konversion von CD4"FoxP3" T-Zellen in Trg stattgefunden hat, muss doch
gesagt werden, dass eine Expansion von praexistenten T die der magnetischen Zellsortierung
entgangen sind, wahrend der Kokulturen stattgefunden haben konnte. Aufgrund der sehr geringen
Gesamtzahl an Treg (0,025 %) zu Beginn der Kokultur sollte ihr Anteil am Gesamt-Teg-Zellpool jedoch
zu vernachl&ssigen sein.

Wie bereits erwéhnt, existieren in den in vitro Systemen, die fiir die Versuche in dieser Arbeit
verwendet wurden, neben dem hCG andere Faktoren, die eine Generierung von Trg verursachen
konnten. Dementsprechend wurden weitere Versuche durchgefihrt, die Aufschluss dartiber geben
sollten, inwiefern tatsachlich das hCG fiir die de-novo-Synthese der T Verantwortlich ist. Aus diesem
Grund wurde in einem weiteren Experiment das hCG in Kokulturen von CD4"FoxP3" T-Zellen mit JEG-
3-Zellen mittels AK geblockt. Hierbei wurde beobachtet, dass eine Blockierung von hCG die JEG-3-

induzierte Vermehrung von T Verhinderte. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass tatsachlich das
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von den JEG-3-Zellen gebildete hCG einen der Hauptfaktoren fiir die Induktion von Tg darstellt. In
Ubereinstimmung damit konnte in einem weiteren Experiment gezeigt werden, dass sowohl rhCG als
auch uhCG eine signifikante Erhohung der Teg-Zellzahl mit sich brachte. Dies war unabh&ngig von der
verwendeten Konzentration. Die Konzentrationen des uhCG waren so gewahlt, wie sie im Serum von
Normalschwangeren im ersten Trimester gefunden werden. Da bereits beschrieben wurde, dass rhCG
wirksamer ist als uhCG, wurden hier wesentlich niedrigere Konzentrationen gewéhlt. Um dennoch
auszuschlieRen, dass die Konzentrationsunabhangigkeit etwa durch zu hohe Konzentrationen im Sinne
einer Ubersattigung des Systems zustande kam, wurde fiir das rhCG der Versuch unter Verwendung
von 10 mlU/ml wiederholt. Auch hier zeigte sich ein Anstieg an CD4*FoxP3* Trg-Zellen, eine
Abhangigkeit von der Konzentration liel sich weiterhin nicht feststellen.

Insgesamt hatte das rhCG einen geringfugig hdheren Effekt auf CD4*FoxP3 T-Zellen als uhCG.
Kajihara und Kollegen entdeckten, dass rhCG, jedoch nicht uhCG, das Endometrium vor Schaden durch
Sauerstoffradikale schutzt (Kajihara et al. 2011). Im Zusammenhang mit Techniken der assistierten
Reproduktion (Assisted reproductive technology, ART) zeigte eine Studie von Zeke und Kollegen, dass
eine Behandlung mit rhCG wéhrend einer in-vitro-Fertilisation haufiger zu einer Schwangerschaft fuhrte
als die Applikation von uhCG (Zeke et al. 2011). Daraus liele sich eventuell schlussfolgern, dass die
Verwendung von rhCG der von uhCG im Rahmen von ART vorzuziehen ist. Dementgegen existieren
aber auch Studien, die keinerlei Unterschied zwischen den beiden hCG-Formen, zumindest nicht
bezuglich ihrer Fahigkeit eine Ovulation auszuldsen, fanden (Youssef et al. 2016; Uhler et al. 2006; Al-
Inany et al. 2005). Es sind demnach in Zukunft weitere in vivo Studien notwendig um eventuelle Vorteile
des rhCG gegeniiber dem uhCG aufzuzeigen.

5.2. Die Behandlung von CD4"FoxP3" T-Zellen mit hCG erhoht die Fahigkeit zur
Immunsuppression.

Neben der de-novo-Synthese von Trg wurde im Rahmen dieser Arbeit auch gezeigt, dass hCG-
produzierende JEG-3-Zellen in der Lage sind, die suppressive Kapazitat von CD4*FoxP3  T-Zellen zu
erhohen. Der gleiche Effekt zeigte sich nach Behandlung der CD4*FoxP3" T-Zellen mit rhCG. Leider
war es technisch nicht mdglich die de-novo-generierten FOXP3" Ty aus dem Gesamtzellpool in
ausreichender Anzahl flr die weitere separate Analyse ihrer suppressiven Kapazitat zu reisolieren. Aus
diesem Grund wurde eine Variante gewahlt, bei der verglichen wurde, ob die Fahigkeit des gesamten
T-Zell-Pools die Proliferation von anderen T-Zellen zu unterdriicken sich unterscheidet, je nachdem ob
diese zuvor mit hCG behandelt wurden oder nicht. Da die SWAN-71-Zellen ebenfalls eine Erhthung
der Treg-Zellzahl bewirkten, obwohl hier kein hCG im System war, ergab sich die Frage, ob auch diese
Trophoblastenzelllinie eine Auswirkung auf die suppressive Kapazitdt der T-Zellen haben wiirde.
Dementsprechend wurde der Versuch analog mit SWAN-71-Zellen durchgefihrt.

Des Weiteren interessierte es, ob der vorherige Kontakt der CD4*FoxP3" T-Zellen mit Selbst-
oder Fremdantigenen diesen Prozess beeinflusst.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass die suppressive Kapazitit der CD4*FoxP3" T-Zellen in
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der Tat verstarkt wird, wenn diese zuvor mit hCG in Kontakt waren. Dabei kann angenommen werden,
dass dies durch die de-novo-generierten FoxP3* T-Zellen bedingt ist. Die Kokultur mit den SWAN-71-
Zellen resultierte zwar auch in einer erhohten Fahigkeit der CD4*FoxP3 T-Zellen zur Suppression von
anderen T-Zellen, jedoch war dieser Effekt nicht signifikant. Dies ist eventuell bedingt durch die
geringere Anzahl an konvertierten Trq im Gesamt-T-Zell-Pool.

Die Wirkung war antigenunabhangig; mit hCG-behandelte CD4*FoxP3 T-Zellen unterdriickten
die Proliferation von auto- und allologenen T-Zellen in gleichem MaRe. Dies steht im Widerspruch zu
einer Studie im Mausmodell von Schumacher und Kollegen, bei der mit hCG-behandelte T andere T-
Zellen antigenspezifisch hemmten (Schumacher et al. 2013). Jedoch war hier aufgrund der Tatsache,
dass im Maussystem gearbeitet wurde, eine Reisolierung der T und damit eine direkte Analyse der
suppressiven Kapazitat der Treg moglich. Wie bereits erwédhnt, kann angenommen werden, dass die in
dieser Arbeit nachgewiesene Erhéhung der suppressiven Aktivitat der CD4*FoxP3" T-Zellen durch eine
Zunahme an Trg innerhalb des gesamten Zellpools verursacht wird, dennoch ist zu erwégen, dass der
Effekt der T durch die anderen im Zellpool vorhandenen T-Zellen maskiert wird.

Bezliglich des Einflusses von hCG auf konventionelle T-Zellen wurde in einem Modell von
Mausen, welche an Diabetes litten (aus dem Englischen: non obese diabetic mouse — nicht
Uibergewichtige diabetische Maus, NOD) bereits gezeigt, dass die Applikation von hCG neben einer
Erhéhung der Anzahl an Ty auch eine Verminderung von CD4* und CD8" Zellen bewirkte. Des
Weiteren fiihrte sie zu einer verminderten IFN-y Produktion und einer erhohten Sekretion von IL-10
und TGF-B, was zeigt, dass hCG grundlegend in die Regulation sowohl der Anzahl als auch der Aktivitit
von T-Zellen eingreift. Auflerdem wurde die Entwicklung des Diabetes, welcher nicht nur eine
Stoffwechsel- sondern auch eine Autoimmunerkrankung ist, verhindert (Khan et al. 2001). In diesem
Zusammenhang sei noch auf eine &ltere Studie verwiesen, die ebenfalls zeigte, dass die T-Zell-
Proliferation durch hCG gehemmt wird (Hammarstrom et al. 1979). Dementsprechend kann
angenommen werden, dass hCG hier neben der Induktion von T4 auch eine Modifizierung der Funktion

von konventionellen T-Zellen bewirkt.

5.3. Die hCG-vermittelte immunsuppressive Wirkung von T wird weder durch die
Oberflachenmolekiile CTLA-4 und PD-1 noch durch die Zytokine TGF- p und IL-10
vermittelt

Treg Uben ihre immunmodulierende Funktion sowohl tber direkten Zell-Zell-Kontakt durch Molekiile

an der Zelloberflache als auch tber die Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen aus. So sind die

Oberflachenmolekile CTLA-4 und PD-1 sowie die Zytokine IL-10 und TGF-B erwiesenermalien

Mediatoren von T um die Antwort des angeborenen und erworbenen Immunsystems zu regulieren

(Hara et al. 2001; Wahl et al. 2004; Friedline et al. 2009). Im Mausmodell wurde beobachtet, dass der

Transfer von Ty in Abortmause protektiv auf die Feten wirkte, eine Blockierung von PD-1 und IL-10

diesen Effekt jedoch wieder riickgangig machte (Wafula et al. 2009; Schumacher et al. 2007). Die

Blockierung von CTLA-4 und TGF-f zeigte diese Wirkung nicht, sodass sich vermuten l&sst, dass fir
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dieses spezifische Model der gestorten fetalen Toleranz die protektive Wirkung der Trg Uber die
Molekiile PD-1 und IL-10 ausgelbt wurde. Demgegeniiber zeigten Jin und Kollegen, dass die Rate an
CTLA-4" Ty im Falle eines Aborts signifikant verringert waren im Vergleich zur normalen humanen
Schwangerschaft sowohl in der Dezidua als auch im peripheren Blut und schlussfolgerten, dass der
schwangerschaftsfordernde Effekt der Twy auch durch eine vermehrte Expression von CTLA-4
vermittelt wird (Jin et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage aufgeworfen, ob hCG die Expression von CTLA-4
und PD-1 in humanen T-Zellen moduliert. Dabei konnten weder nach Kokultur von CD4*FoxP3" T-
Zellen mit hCG-produzierenden oder nicht-hCG-produzierenden Zelllinien, noch nach Behandlung mit
rhCG oder uhCG signifikante Unterschiede festgestellt werden. Eine aktuelle Studie von Svensson-
Arvelund und Kollegen zeigte, dass die Kultur von CD4* T-Zellen mit Uberstanden von Ersttrimester-
Trophoblastenzellen zu einer Induktion von funktionellen CD25"9"FoxP3* T, fiihrte, die eine hohe
Expression an CTLA-4 aufwiesen (Svensson-Arvelund et al. 2015). Passend hierzu wurde in einer
Studie von Koldehoff und Kollegen beschrieben, dass eine Injektion von hCG im Rahmen der IVF-
Behandlung zwar zunéchst zu einem Anstieg an CTLA-4" T fuhrte, dieser aber nach der zweiten
Injektion wieder ricklaufig war, sodass die Autoren suggerieren, dass diesbeziiglich signifikante
Unterschiede zwischen IVF-Patientinnen und Normalschwangeren bestehen (Koldehoff et al. 2011). Es
kann demnach vermutet werden, dass eine Induktion von CTLA-4" T vielmehr von anderen vom
Trophoblasten sezernierten Faktoren als dem hCG hervorgerufen wird. Beispielsweise wurden von der
Plazenta gebildete Exosomen identifiziert, die die Funktion von zytotoxischen T-Zellen beeinflussen
(Hedlund et al. 2009). In vom Trophoblasten gebildeten Exosomen finden sich unter anderem
Mikropartikel, die die Anzahl an aktivierten T-Zellen reduzieren und so das Zusammenspiel zwischen
der fetoplazentaren Einheit und der Mutter beeinflussen (Frangsmyr et al. 2005; Sabapatha et al. 2006),
wobei die genauen molekularen Mechanismen noch weitestgehend unerforscht sind. Interessanterweise
wurde auch gezeigt, dass HTR-8-Zellen etwa dreimal mehr Exosomen produzieren als JEG-3-Zellen
(Salomon et al. 2014). Es wird weiterhin davon ausgegangen, dass daneben noch weitere bisher nicht
identifizierte vom Trophoblasten sezernierte Faktoren zur Immuntoleranz beitragen (Gupta et al. 2005).

Daraufhin wurde der Fokus auf immunmodulierende Zytokine gelegt und die Mengen an IL-10
und TGF-B bestimmt, die wiahrend der Kultur von CD4"FoxP3" T-Zellen entweder unter Anwesenheit
oder Abwesenheit von hCG sezerniert wurden. Khil und Kollegen zeigten in einer Studie, dass
Splenozyten in vivo, wenn sie mit hCG behandelt wurden, vermehrt IL-10 und TGF-f produzierten (Khil
et al. 2007). In der vorliegenden in vitro Studie, waren signifikant erhdhte Mengen an IL-10 nur nach
Kokultur mit der Keratinozytenzelllinie HaCat nachweisbar, obwohl sich kein hCG im System befand.
Dabei l&sst sich nicht ausschlieRen, dass die Keratinozyten selbst zu der Vermehrung von IL-10 im
Uberstand beigetragen haben, auch wenn die IL-10-Produktion der Zelllinie alleine nur sehr gering war.
Dass HaCat-Zellen auf exogene Stimuli mit einer vermehrten Sekretion von IL-10 reagieren ist

mittlerweile vielfach gezeigt worden, so zum Beispiel nach Applikation von UV-Licht (Byun et al.
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2009) oder durch das Psoriasismedikament Dithranol (Farkas et al. 2001). Weitere Analysen der I1L-10-
Sekretion durch CD4"FoxP3" T-Zellen nach Behandlung mit rhCG oder uhCG erbrachten ebenfalls
keinen Anhalt fur eine erhohte hCG-getriggerte 1L-10-Produktion.

Auch auf die Sezernierung von TGF-B durch konventionelle CD4"FoxP3" T-Zellen bzw. T
scheint hCG im in dieser Arbeit verwendeten System keinen Einfluss zu haben. Dies steht im Einklang
mit der bereits oben genannten Studie von Koldehoff und Kollegen, die nach hCG-Injektion ebenfalls
keine Erhdhung an TGF-B fanden. Dementsprechend muss wohl geschlussfolgert werden, dass hCG,
wenn berhaupt, nur eine untergeordnete Rolle fur die Induktion einer TGF-B-Sekretion durch
CD4'FoxP3 T-Zellen und/oder Teq spielt. Demgegeniiber zeigte ebendiese Arbeit, dass sich die Menge
an 1L-10 nach hCG-Injektion erhoht. Dabei ist jedoch zu vermerken, dass hier allgemein die 1L-10-
Menge im Blut gemessen wurde, sodass keine Aussage dariiber getroffen werden kann, welche Zellen
das IL-10 produzierten. SchlieBlich sezernieren auch andere Lymphozyten, wie beispielsweise
regulatorische B-Zellen, IL-10 (Rolle et al. 2013).

Insgesamt muss demnach gesagt werden, dass in der vorliegenden Arbeit keine Molekile
identifiziert werden konnten, die potentielle Kandidaten fur die hCG-vermittelte Tg-Zell-Funktion
darstellen. Da sich aufgrund der Ergebnisse jedoch sehr wohl ein Effekt des hCG auf die Funktionalitat
von CD4* FoxP3 T-Zellen bzw. Ty Vermuten l&sst, ware es von groflem Interesse die Faktoren, die

ebendies bewirken, im Rahmen zukiinftiger Studien zu demaskieren.

Intention der vorliegenden Arbeit war es, das Zusammenspiel von hCG und T e zur Aufrechterhaltung
der fetomaternalen Toleranz in der menschlichen Schwangerschaft genauer zu ergriinden. Daftr wurde
zundchst untersucht, ob von Trophoblastenzellen gebildetes hCG zu einer Umwandlung von
CD4*FoxP3" T-Zellen zu CD4"FoxP3* Teg-Zellen flhrt, also von konventionellen T-Zellen zu Treg. Fir
alle Versuche wurden CD4*FoxP3- T-Zellen von Schwangeren verwendet, da diese bereits Kontakt mit
vaterlichen Antigenen hatten und frihere Studien im Mausmodell gezeigt haben, dass vaterliche
Antigene einen Effekt auf die Induktion von Ty durch hCG haben (Schumacher et al. 2013). Dabei liefl3
die deutliche Zunahme an CD4'FoxP3* Tg-Zellen nach Kultur mit hCG-produzierenden
Trophoblastenzellen im Gegensatz zur Kultur mit nicht-hCG-produzierenden Zelllinien vermuten, dass
neben anderen vom Trophoblasten sezernierten Faktoren insbesondere das hCG zu einer Teg-Zell-
Induktion beitragt. Diese Erkenntnis wurde dadurch noch weiter bekréftigt, dass nach Blockierung des
hCG durch einen anti-hCG-AK dieser Effekt nicht nachzuweisen war und das analoge Versuche mit
rekombinantem bzw. urin-aufgereinigtem hCG unabhéngig von der Konzentration ebenfalls zu einem
signifikanten Anstieg an CD4*FoxP3* Treg-Zellen flhrten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine
Behandlung von CD4*FoxP3- T-Zellen mit hCG dazu fiihrte, dass diese in der Lage waren die
Proliferation anderer T-Zellen zu hemmen. Dementsprechend hatte hCG nicht nur einen quantitativen
Effekt im Sinne einer Erh6hung der Anzahl an Trg, sondern auch einen Einfluss auf die suppressive
Kapazitét. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen ein Zusammenspiel von hCG und Ty im Menschen

und lassen vermuten, dass die daraus resultierende Verschiebung der Immunantwort in Richtung einer
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erhdhten Toleranz gegeniiber Fremdantigenen ein wichtiger Mechanismus fiir die Entstehung und

Aufrechterhaltung der humanen Schwangerschaft ist.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit wichtige Mechanismen identifiziert werden, durch welche
hCG zur Toleranz einer Schwangeren gegeniiber dem Feten beitragt. Neben der bereits in friheren
Studien beschriebenen Féhigkeit, die Migration von Ty zur feto-maternalen Grenzflache zu induzieren,
konnte hier gezeigt werden, dass ein Anstieg der Zahl an Ty auf lokaler Ebene durch eine hCG-
vermittelte Konversion von konventionellen T-Zellen zu Ty erreicht wird.

Aulerdem konnte belegt werden, dass hCG den fir den Feten schédlichen Einfluss der
allogenen T-Zell-Antwort inhibiert, indem es die suppressive Aktivitat von konventionellen T-Zellen
fordert. Zusammenfassend vermitteln die in dieser Arbeit erhobenen Daten auch mogliche Erklarungen
fur die erhohte Anzahl erfolgreicher Schwangerschaften nach hCG-Applikation im Rahmen von

kiinstlichen Befruchtungen.
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7. Zusammenfassung

Wahrend der Schwangerschaft muss der weibliche Organismus in der Lage sein, sich selbst vor
Angriffen durch Pathogene, die Fremdantigene exprimieren, zu schiitzen. Gleichzeitig gilt es den
heranwachsenden Feten zu tolerieren, obwohl dieser ebenfalls zu 50 % aus Fremdantigenen, namlich
denen des Vaters, besteht. Es ist mittlerweile unumstritten, dass zahlreiche aktive Toleranzmechanismen
sowohl von Seiten der Mutter als auch des Feten zur Entstehung und Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft beitragen. Ein Zelltyp, der als bedeutend hierfur identifiziert wurde, sind die
CD4*CD25"FoxP3* regulatorischen T-Zellen (Trwg). Auch das Schwangerschaftshormon humanes
Choriongonadotropin (hCG) beeinflusst das Immunsystem, sowohl das angeborene als auch das
adaptive. Es wurde bereits gezeigt, dass es die Migration von Ty zur feto-maternalen Grenzflache
unterstutzt und die Anzahl und Funktionalitat der Trq im Mausmodell erhéht. In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht ob hCG und hCG-produzierende humane Trophoblastenzellen zu einer Konversion
von CD4'FoxP3 T-Zellen zu Trq fihren und die suppressive Kapazitét dieser Zellen erhdhen. Dafur
wurden CD4*FoxP3" T-Zellen aus dem Blut von Normalschwangeren isoliert und entweder zusammen
mit hCG-produzierenden oder nicht-hCG-produzierenden Zelllinien kultiviert. Um den Effekt eindeutig
dem hCG zuordnen zu kénnen, wurden die Versuche auch unter Hinzugabe eines anti-nCG-Antikdrpers
durchgefuhrt. AuBerdem wurden CD4*FoxP3- T-Zellen zusammen mit rekombinantem oder urin-
aufgereinigtem hCG kultiviert. Im Anschluss wurde die Anzahl an CD4*FoxP3" Ty ermittelt und die
suppressive Kapazitat des Gesamtzellpools bestimmt. Da bekannt ist, dass Treg ihre immunsuppressive
Aktivitat auch Uber die Sekretion der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B ausiiben,
wurde der Gehalt an diesen Zytokinen im Uberstand nach erfolgter Kokultur ermittelt. Auch wurde
untersucht, ob hCG eine Zunahme an T-Zellen bewirkt, die ebenfalls PD-1 und CTLA-4 exprimieren,
da auch uber diese Oberflachenmolekile eine Austibung der Immunsupression erfolgt. Die Kultur von
CD4'FoxP3" T-Zellen mit hCG-produzierenden Trophoblastenzellen flhrte im Gegensatz zur Kultur
mit nicht-hCG-produzierenden Zelllinien zu einer signifikanten Zunahme an CD4"FoxP3* T, €benso
die Zugabe von urin-aufgereinigtem oder rekombinantem hCG. Nach Blockierung des hCG in T-Zell-
Trophoblasten-Kokulturen war dieser Effekt nicht mehr nachzuweisen. Des Weiteren fiihrte die
Behandlung von CD4"FoxP3" T-Zellen mit hCG dazu, dass diese in der Lage waren die Proliferation
anderer T-Zellen zu hemmen. Eine hCG-bedingte Zunahme von IL-10 und TGF-B im Uberstand oder
ein Anstieg von PD-1 oder CTLA-4 konnten nicht nachgewiesen werden. Es kann demnach
geschlussfolgert werden, dass hCG zu einer Umwandlung von konventionellen T-Zellen zu T g beitragt.
AuRerdem hat es einen Einfluss auf die suppressive Kapazitat der T-Zellen. Die vorliegende Arbeit
beschreibt demnach einen weiteren Mechanismus, wie hCG das Immunsystem in der Schwangerschaft
zugunsten des Feten reguliert. Dabei konnte kein Einfluss des hCG auf die fur die Funktion der T
wichtigen Zytokine IL-10 und TGF- B und auf die Oberflichenmolekiile PD-1 und CTLA-4

nachgewiesen werden. Es wére daher interessant, in zukinftigen Studien die molekularen Mechanismen
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fur die hCG-vermittelte Treg-Funktion zu identifizieren. Die Erkenntnisse dieser Arbeit tragen zu einem
besseren Verstandnis der immunregulatorischen Mechanismen in der humanen Schwangerschaft bei,
insbesondere dem Zusammenhang zwischen hCG und dem Anstieg der Twg-Zahl und deren
immunsuppressiver Funktion an der feto-maternalen Grenzflache.
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