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Abstract

Einleitung und Zielsetzung

Das  Überleben  des  semi-allogenetischen  Feten  in  der  Mutter  ist  zum  Teil  der 

immunmodulatorischen  Kompetenz  der  CD4+CD25+Foxp3+ T-regulatorischen  Zellen  (Treg) 

zuzuschreiben.  Zunächst  stellte  sich  die  Frage,  in  welchem  zeitlichen  Ablauf  nach  der 

Insemination die Expansion der Treg in unterschiedlichen Geweben vonstatten geht. Weiterhin 

wurde untersucht, ob diese Treg spezifisch für die paternalen Antigene gebildet wurden, oder die 

Expansion einen hormonellen Hintergrund aufweist.  Darüber hinaus wurden potentielle Treg-

vermittelte protektive Mechanismen begutachtet. Zusätzlich wurde aufgezeigt, an welcher Stelle 

paternale Antigene auf maternale Immunzellen treffen, um die Treg Expansion zu triggern.

Methodik

Es  wurden  sowohl  Abort-  als  auch  normal-schwangere  Kombinationen  gebildet.  Die  Tiere 

wurden zu verschiedenen Schwangerschaftszeitpunkten getötet und Gewebe für die IDO- und 

Hormonbestimmung sowie Treg-Messung entnommen. Die Untersuchung der Antigenspezifität 

erfolgte  durch  Impfung  der  Mäuse  mit  paternalen  Antigenen  oder  Treg  aus  verschiedenen 

Schwangerschaftskombinationen.  Scheinschwangere  (durch  vasektomierte  Männchen  oder 

mechanische  Stimulation)  wurden  auf  die  Fähigkeit  zur  Treg  Expansion  untersucht.  Die 

Blockade  mit  anti-IL-10-  oder  anti-TGF-ß-Antikörpern  beleuchtet  die  protektiven  Treg 

Mechanismen näher. Zusätzlich wurden BALB/c mit transgenen, GFP+ Männchen verpaart.

Ergebnisse / Zusammenfassung

Bereits direkt nach der Insemination kam es zu einem Anstieg der Treg zunächst im Mukus, 

gefolgt von den Lymphknoten und anderen Geweben der Tiere. In Korrelation dazu gab es schon 

früh den Nachweis  paternaler  GFP+  Antigene  in  den mütterlichen Geweben.  Bereits  vor  der 

Implantation  zeigten  sich  Unterschiede  zwischen  den  Tieren  der  Abort-  und  der  normal-

schwangeren Gruppe. Zwischen den Gruppen gab es weder signifikante Unterschiede der IDO- 

noch Hormonlevel. Der protektive Effekt des Treg Transfers zeigte sich v.a.beim gleichen MHC; 

Nebengruppen wurden mit geschützt. Anti-IL-10-Antikörper konnten den positiven Effekt im 

Gegensatz zu den TGF-ß  Antikörpern aufheben. Bei mit vasektomierten Männchen verpaarten 

Mäusen kam es zu einer Expansion der Treg; bei den mechanisch stimulierten Weibchen nicht.

Zusammenfassend lässt sich beschreiben, dass es bei einer erfolgreichen Schwangerschaft direkt 

nach der Insemination zu einem nicht durch Hormone gesteuerten Anstieg antigenspezifischer 

Treg  kommt.  Durch  eine  konstante  Abgabe  zuerst  paternaler,  dann  fetaler  Antigene  in  das 

mütterliche  System  kann  die  Treg  Population  aufrecht  erhalten  werden,  um  so  bis  zum 

Schwangerschaftsende eine Toleranz gegenüber dem Feten zu vermitteln.
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1.1 Einleitung und Zielsetzung

Die  erfolgreiche  Schwangerschaft  bei  Säugetieren  stellt  ein  noch  immer  nicht  vollständig 

verstandenes Phänomen dar. Obwohl der Fetus Antigene väterlichen Ursprungs trägt, wird er in 

der Regel nicht durch das mütterliche Immunsystem abgewehrt, sondern gezielt geschützt.

Dieser scheinbare Widerspruch wurde bereits im Jahr 1953 durch Medawar et al.  thematisiert1. 

Er führte als mögliche Gründe für den Erhalt der Frucht die natürliche Barriere zwischen Mutter 

und  Kind  in  Form der  Plazenta,  die  Unreife  der  Antigenität  des  Feten,  sowie  eine  gewisse 

Inaktivierung des mütterlichen Immunsystems an. In den vergangenen Jahren ließen sich die 

Thesen in dieser Form nicht mehr aufrecht erhalten; so ist z.B.der bidirektionale Transfer von 

Zellen in mehreren Studien nachgewiesen2,3,4.  Daraus leitet sich ab, dass eine transiente Toleranz 

gegenüber dem Feten ohne Kompromittierung des mütterlichen Immunsystems der Schlüssel für 

eine erfolgreiche Schwangerschaft zu sein scheint. 

Dieses  Modell  der  Toleranz  gegenüber  den  fremden  Antigenen  wurde  schon  früh  durch 

Untersuchungen  gestützt.  Sie  belegten,  dass  schwangere  Mäuse  bzw.  Multipara-Mäuse  eine 

bessere  Akzeptanz  gegenüber  Hauttransplantaten  hatten,  sofern  diese  Transplantate  von 

Männchen desselben Stammes kamen wie jene,  die  sie  schwängerten5.  Entnahm man diesen 

schwangeren Weibchen wiederum Lymphozyten um sie in jungfräuliche Weibchen zu injizieren, 

akzeptierten  diese  ebenso  verlängert  die  vorab  beschriebenen  Transplantate  im  Sinne  einer 

spezifischen Toleranzvermittlung6. 

Dieser  Mechanismus  ließ  sich  nicht  nur  auf  Transplantate,  sondern  auch  auf  ein  murines 

Abortmodell  übertragen.  Verpaart  man CBA/J-Weibchen mit  BALB/c-Männchen wird in  der 

Regel  eine  normale  Schwangerschaft  ohne  Aborte  erreicht.  Werden  die  gleichen  Weibchen 

jedoch mit DBA/2J-Männchen verpaart, ergibt sich eine durchschnittliche Spontanabortrate von 

20%. Bei der zuletzt genannten Kombination konnte jedoch ein Abort verhindert werden, wenn 

man die Weibchen zuvor mit BALB/c-Antigenen in Form von Lymphozyten impfte7.

Eine Schlüsselrolle dieser Toleranzvermittlung in der humanen Schwangerschaft schrieben u.a. 

Somerset et al.8 den CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen (Treg) zu. Es wurde beobachtet, dass 

Frauen in einer normalen Frühschwangerschaft ein erhöhtes Level dieser spezifischen Zellen im 

Vergleich  zu  Nicht-Schwangeren  bzw.  Frauen  mit  Spontanaborten  aufwiesen.  Durch  das 

Vorhandensein  von  CTLA-4  und  Foxp3  erfolgte  der  Nachweis,  dass  es  sich  nicht  nur  um 

aktivierte  T-Zellen,  sondern  in  der  Tat  um  Zellen  mit  regulatorischer  Funktion  handelt8,9. 

Aluvihare  et  al.  zeigten,  dass  durch  eine  Unterdrückung  von  CD25+  Zellen  die  murine 

Schwangerschaft kompromittiert wurde10.



Unserer Arbeitsgruppe gelang es nachzuweisen, dass in dem zuvor beschriebenen Abortmodell 

der  CBA/J  x  DBA/2J-Kombination  die  Anzahl  regulatorischer  T-Zellen  erniedrigt  war.  Die 

Weibchen konnten jedoch vom fetalen Abort bewahrt werden, wenn Treg normal-schwangerer 

Mäuse (CBA/J x BALB/c) injiziert wurden11. Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt 

werden,  dass  ein  Treg  Transfer  aus  nicht-verpaarten  Mäusen  wiederum  die  Abortrate  nicht 

senken konnte. Daraus wurde durch unsere Arbeitsgruppe die These abgeleitet, dass die Treg 

zunächst durch Alloantigene stimuliert werden müssen, um diese protektiven Eigenschaften den 

Feten gegenüber zu besitzen. Weiterhin wird im Rahmen dieser Publikation gezeigt, dass die 

protektive  Eigenschaft  nur  dann  vermittelt  werden  konnte,  wenn  die  Zellen  zu  Beginn  der 

Schwangerschaft  injiziert wurden (d0-2). Eine Injektion zum Zeitpunkt der Implantation (d5) 

konnte den positiven Effekt auf die Abortrate nicht mehr erreichen.

Dieser zeitliche Zusammenhang führte direkt zur Zielsetzung der ersten Publikation (Kinetics of 

Regulatory T Cells during murine Pregnancy; nachfolgend Publikation 1; P1); der Untersuchung 

der Treg Expansion während der murinen Schwangerschaft zum einen im zeitlichen Bezug zur 

Insemination, zum anderen auch der örtlichen Expansion durch die Untersuchung verschiedener 

Gewebe.  Weitergehend  wurde  die  Rolle  von  Indolamin-2,3-Dioxygenase  (IDO)  in  diesem 

Rahmen genauer betrachtet, da durch Mellor postuliert wurde, dass die protektive Funktion der 

Treg u.a. durch die Hochregulierung dieses Enzyms begründet wird12. Untersucht wurden auch 

eventuelle hormonelle Einflüsse auf die Treg Expansion durch die Bestimmung von Progesteron, 

Östradiol und Estron.                                                                    

Die zweite Arbeit (Mechanisms of Action of Regulatory T Cells Specific for Paternal Antigens 

During  Pregnancy,  Publikation  2,  P2)  befasste  sich  hauptsächlich  mit  der  Frage,  ob  die 

schwangerschaftsinduzierten Treg spezifisch für die paternalen Antigene gebildet wurden oder 

durch die hormonellen Veränderungen zur Expansion gebracht werden. Darüber hinaus wurden 

die Treg-vermittelten Schutzmechanismen genauer betrachtet; insbesondere die Rolle von IL-10 

und TGF-ß. Die letzte im Rahmen dieser Dissertation vorgestellte Arbeit (The Persistence of 

Paternal Antigens in the Maternal Body is Involved in Regulatory T-Cell Expansion and Fetal-

Maternal Tolerance in Murine Pregnancy, Publikation 3, P3) zeichnet mithilfe transgener GFP+ 

(green  fluorescent  protein)  Mäuse  den  Weg  nach,  an  welchem  Ort  paternale  Antigene  auf 

maternale Immunzellen treffen, um so zu einer Expansion der Treg zu führen. 



1.2 Materialien  und Methoden

1.2.1 Tierversuche

Alle  Tierversuche  sind  nach  Zustimmung  der  zuständigen  Behörden  im  Einklang  mit  dem 

deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt worden (Authorisierungsnummer LaGeSo 0070/03).

Für die Untersuchung der Expansion der Treg im Verlauf der Schwangerschaft (P1) wurde das 

bekannte  Abortmodell  der  CBA/J  (H2k)  x  DBA/2J  (H2d)  angewandt.  Als  Kontrolle  dienten 

CBA/J-Weibchen,  welche  mit  BALB/c  (H2d)  –  Männchen  verpaart  wurden.  Als  weitere 

Kontrollen für normale Schwangerschaften wurden folgende Kombinationen mit eingeschlossen: 

CBA/J x C57BL/6 (H2b) sowie BALB/c x C57BL/6 (n = 5-9 / Verpaarungsgruppe / Tag der 

Tötung). 

Zweimal täglich erfolgte die Kontrolle der Weibchen auf Vaginalpfropfen (Plugs) als Zeichen der 

Insemination. Das Vorhandensein der Plugs definierte den d0 der Schwangerschaft. Die Sektion 

der Weibchen erfolgte am d0, 2, 5, 8, 10 oder 12 der Schwangerschaft. Die Abortrate definierte 

sich  durch  die  Anzahl  der  gesund  erscheinenden  Feten  im  Vergleich  zu  den  kleinen, 

nekrotischen, resorbierten Feten. Die Abortratenberechnung erfolgte für jedes Tier einzeln.

Blut wurde den anästhesierten Tieren vorab durch retrobulbäre Punktion entnommen; nach der 

Tötung erfolgte die Entnahme von Milz, Thymus, Lymphknoten, Uterus (bis d5 oder postpartal) 

oder Dezidua und Plazenta (d8-12). Die Gewebeproben wurden entweder in flüssigem Stickstoff 

gelagert oder für die Durchflusszytometrie bzw. Paraffineinbettung vorbereitet11. Darüber hinaus 

wurde eine vaginale Spülung zum Zwecke der Mukusgewinnung durchgeführt12.

Zur Bestimmung der Antigenspezifität der Treg (P2) wurden zusätzlich CBA/J (H2k)- Weibchen 

mit BALB/c (H2d)  (n=15, normale Schwangerschaft), DBA/2J (H2d) (n=15, Abortmodell) oder 

C57BL/6 (H2b) (n=5, normale Schwangerschaft) – Männchen verpaart. Die Weibchen der drei 

Gruppen  wurden  am  d14  ihrer  Schwangerschaft  getötet,  Treg  aus  gepoolten  Thymus-  und 

Milzzellen  mit  Hilfe  von  MACS  (magnetic  activated  cell  sorting)  isoliert  und  am  d0  der 

Schwangerschaft DBA/2J-verpaarten CBA/J-Weibchen intravenös (i.v.) verabreicht (n=6-9 pro 

vorab beschriebener Gruppe). 

Zusätzlich  wurden  jungfräuliche  CBA/J-Weibchen  mit  Splenozyten  von  BALB/c-Männchen 

intraperitoneal (i.p.)  geimpft7 und im Anschluss mit DBA/2J-Männchen verpaart  (n=10). Die 

Mäuse  wurden  wiederum  am  d14  ihrer  Schwangerschaft  getötet,  und  die  Treg  wie  oben 

beschrieben  isoliert  und  erneut  in  CBA/J-Weibchen  am  d0  ihrer  Schwangerschaft  nach  der 

Verpaarung mit DBA/2J-Mäusen i.v. appliziert (n=8).  Als Kontrollen fungierten mit BALB/c – 

oder  DBA/2J-verpaarte  CBA/J-Weibchen,  welchen  ab  d0  ihrer  Schwangerschaft  phosphate  



buffered saline (PBS) i.v. injiziert wurde (n=10-11).

In einer dritten Versuchsreihe im Rahmen dieser Publikation wurden am d0 der Schwangerschaft 

DBA/2J-verpaarte  CBA/J-Weibchen  im  Rahmen  des  Abortmodells  Treg  aus  einer  normalen 

Schwangerschaftskombination (CBA/J x DBA/2J) i.v. appliziert; zusätzlich jedoch noch mit 1mg 

anti-IL-10 monoklonalen Antikörpers (mAb, n=6) oder 1mg anti-TGF-ß-mAb (n=6) sowohl am 

Tag 0 als auch am d7 ihrer Schwangerschaft i.p. behandelt.  Als Kontrolle wurde anstelle der 

Antikörper 1mg Immunglobulin (Ig G) aus Rattenserum wie vorab beschrieben appliziert (n=6).

Alle Weibchen wurden am d14 ihrer Schwangerschaft getötet, die Abortraten dokumentiert und 

die Proben entsprechend wie in P1 beschrieben verarbeitet.

Zusätzlich wurden CBA/J – Weibchen zum Erreichen einer Scheinschwangerschaft entweder mit 

vasektomierten BALB/c-Männchen verpaart oder mechanisch stimuliert. Die Tötung zur oben 

beschriebenen Probengewinnung erfolgte am d0, 2 oder 5 (n=5 / Gruppe / d).

Um die Präsenz paternaler / fetaler Antigene im Gewebe der Mutter besser darstellen zu können 

(P3), wurden neben der bekannten CBA/J x BALB/c-Kombination zusätzlich BALB/c-Weibchen 

mit homozygoten, transgenen GFP (green flourescent protein) – Männchen mit einem C57BL/6 - 

Hintergrund  verpaart.  Diese  Weibchen  wurden  am  d0,  2,  4,  6,  8,  10,  12  oder  14  der 

Schwangerschaft getötet (n=5/Zeitpunkt), die Abortraten dokumentiert und die Proben wie oben 

beschrieben prozessiert.  Zusätzlich  wurde  noch Lungen-  und Lebergewebe entnommen bzw. 

Teile aller entnommenen Organe über Nacht in Paraformaldehyd gelagert, um sie am nächsten 

Tag einer mikroskopischen Analyse zu unterziehen.

1.2.2. Probenaufbereitung und Analyse der Daten (P1-P3)

Für die Durchflusszytometrie wurden die Gewebeproben wie bei Zenclussen et al. beschrieben 

prozessiert und mit CD4-, CD8-, CD25-(Milz) und Foxp3-Antikörpern gefärbt (P1-3)11. In P2 

wurden die Proben zusätzlich mit anti-IL-10- und CD3-Antikörpern gefärbt. Ungefärbte Zellen 

und Zellen, die mit Isotypenkontrollen gefärbt wurden, fungierten als Kontrolle zum Gating und 

Einstellen der  Quadranten.  GFP+-Zellen wurden unter  Zuhilfenahme von Zellen schwangerer 

BALB/c-Mäuse als Negativ- und schwangerer GFP+ transgener C57BL/6 verpaarter Mäuse als 

Positivkontrollen identifiziert.  Diese Zellen wurden durch die Färbung mit CD11c- und anti-

MHC  II-Antikörpern  weiter  differenziert  (P2).  Die  Analyse  erfolgte  an  einem  FACScan-

Durchflusszytometer der Firma BD.

Für die Foxp3-mRNA - Bestimmung wurden je 100 mg Uterus- (bis d5 der Schwangerschaft) 

oder Plazenta- und Deziduagewebe (ab d8) bzw. 5x105 gefrorene CD4+CD25+ oder CD4+CD25-  - 

Zellen entnommen und gemäß Protokoll verarbeitet11. Der Nachweis erfolgte im ABI Prism 7700 



Sequence  Detection  System  (P1  und  P2).  Für   P2  wurde  auf  diese  Art  zusätzlich  TGF-ß 

bestimmt. Ebenso wurde mit dem Gewebe zur IDO-Bestimmung verfahren (P1).  SYBR-green-

technology wurde zur Amplifizierung und der i-Cycler von Bio-Rad zur Durchführung genutzt. 

Mit  diesem  Verfahren  erfolgte  auch  die  Bestimmung  des  neuropilin-1  (P2).  ß-Actin  wurde 

jeweils als housekeeping gene genutzt; nur im Fall der GFP-DNA-Expressions-Bestimmung (P3) 

erfolgte die Nutzung von Apolipoprotein. 

Der Nachweis GFP+-Zellen erfolgte zusätzlich über die Fluoreszenzmikroskopie; dazu wurden 

die  zuvor  in  PFA eingelegten  Gewebeproben  zunächst  am  Vibratom  geschnitten  und  dann 

entsprechend analysiert (P3).

Die Hormonbestimmung von Progesteron, Estradiol und Estron (P1 und P2) erfolgte im Plasma 

der  Tiere  via  ELISA (enzyme-linked  immunosorbentassay); die  dazu  benutzten  Kits  stellte 

freundlicherweise kostenfrei die Firma DLC-Laboratories, Kanada, zur Verfügung.

Aufgrund der Tatsache, dass die Werte nicht normal verteilt waren, erfolgte die Darstellung der 

Ergebnisse  als  Median,  entweder  als  Boxplot  oder  als  Darstellung einzelner  Werte  für  jedes 

individuelle Tier14. Die Analyse erfolgte zur Berechnung der Signifikanz zwischen allen Gruppen 

mit Hilfe des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test oder mittels Mann-Whitney-U-Test, bei 

dem die Gruppen paarweise miteinander verglichen wurden. Als statistisch signifikant wurde p ≤ 

0,05 angesehen, wobei * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 darstellt (P1-P3).



1.3 Ergebnisse

1.3.1  Kinetics of Regulatory T Cells during Murine Pregnancy (Publikation 1)

Eine Übereinstimmung mit früheren Studien konnte für die am d10 und 12 der Schwangerschaft 

analysierten  Abortraten  gezeigt  werden11.  Es  ergab sich hierbei  ein  Median  von 0% bei  der 

CBA/J x BALB/c Verpaarung sowie eine Abortrate von etwa 19% bei den DBA/2J-verpaarten 

CBA/J-Mäusen (d12). Bei den Kontrollen zeigte sich ebenfalls eine Abortrate von 0% bei den 

CBA/J x C57BL/6-Mäusen. Interessanterweise zeigten die C57BL/6-verpaarten BALB/c-Mäuse 

im Rahmen dieses Experiments mit 18% am d12 der Schwangerschaft eine vergleichbare Rate 

wie im Abortmodell.

In Korrelation zu diesen Daten konnte die Expansion regulatorischer T-Zellen gesetzt werden.

Bei den normal-schwangeren Mäusen im Vergleich zu jungfräulichen Tieren wurde diese bereits 

ab dem d2 der Schwangerschaft (also noch vor der Implantation um den d5)  nachgewiesen und 

zwar in allen untersuchten Geweben via Durchflusszytometrie. Zusätzlich konnte ein ähnlicher 

Trend  im  Uterusgewebe  mit  dem  Nachweis  der  Foxp3-mRNA zu  definierten  Zeitpunkten 

festgestellt werden. Diese Expansion konnte bei Mäusen der Abortgruppe nicht nachgewiesen 

werden. Die ebenfalls durch hohe Abortraten aufgefallene BALB/c x C57BL/6 – Gruppe zeigte 

ebenfalls  keinen  Anstieg  der  CD4+Foxp3+ Zellen.  Im  Gegenzug  dazu  wurde  eben  diese 

Expansion vom frühen Beginn der Schwangerschaft auch bei den CBA/J x C57BL/6 - Mäusen 

mit einer 0%-Abortrate gesehen.

Zusammenfassend gehen auch in verschiedenen Paarungskombinationen hohe Treg-Level mit 

niedrigen Abortraten und umgekehrt einher, wobei die Expansion schon vor der Implantation zu 

beobachten  ist.  Die  darüber  hinaus  untersuchten  Level  der  Schwangerschaftshormone 

Progesteron,  Östradiol  und  Estron  konnten  keinen  signifikanten  Unterschied  zwischen  den 

normal-schwangeren und den Mäusen der Abortgruppe zeigen. Teilweise wiesen die Tiere der 

Gruppen mit erhöhten Aborten sogar höhere Progesteronlevel auf. 

Zusätzlich wurde die  IDO mRNA untersucht,  da vermutet  wird,  dass  Treg durch  die  IDO - 

Induktion protektiv im Rahmen der Schwangerschaft  wirken können12,15.  In den untersuchten 

Geweben des Uterus bzw der Dezidua und der Plazenta konnte IDO mRNA nur in der Plazenta 

(d8, d10, d12) nachgewiesen werden, also weit nach dem Nachweis der unterschiedlichen Treg 

Level der Gruppen. Es konnte trotz unterschiedlichen Schwangerschaftsausgangs kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt werden.



1.3.2   Mechanisms  of  Action  of  Regulatory  T Cells  Specific  for  Paternal  Antigens  during 

Pregnancy (Publikation 2)

In der ersten Versuchsreihe konnte in Übereinstimmung mit früheren Untersuchungen11 gezeigt 

werden, dass Mäuse der Abortgruppe durch die Impfung mit Treg aus der CBA/J  x BALB/c 

Verpaarung  auf  eine  Abortrate  von  ebenfalls  0% im Median  gebracht  werden  konnten.  Die 

Zellen aus der CBA/J x DBA/2J – Verpaarung führten dagegen nicht zu einem Erhalt der Feten; 

die  Abortrate  betrug  hier  15%.  Ebenso  wenig  konnten  die  Treg  aus  der  CBA/J  x  C57BL/6 

Kombination die Abortrate entscheidend beeinflussen, sie lag hier bei 10%. Dies ist insofern 

beachtlich, als dass die Kombination an sich ebenso wie die CBA/J x BALB/c - Verpaarung eine 

Abortrate  von  0%  aufweisen.  Nur  konnte  die  protektive  Wirkung  der  Tregs  nicht  in  das 

Abortmodell übertragen werden.

Die  Gruppe  von  CBA/J-Weibchen,  die  mit  DBA/2J-Männchen  verpaart  und  vorab  mit 

Splenozyten  aus  BALB/c-Männchen  geimpft  wurden,  wies  in  Übereinstimmung  mit  älteren 

Studien7 am d14  eine Abortrate von 0% auf. Es zeigten sich gestiegene Level funktionaler Treg, 

belegt u.a.  durch eine gestiegene IL-10-Produktion in der Milz,  gesteigerte TGF-ß-Level der 

Plazenta sowie gesteigerte deziduale neuropilin-1-Level. Impfte man diese Treg wiederum in 

eine Abortgruppe, so konnte man auch diese Feten vor der Resorbtion bewahren.

Um  die  Bedeutung  der  Exposition  gegenüber  paternalen  Antigenen  weiterhin  zu  ermessen, 

wurden  CBA/J-Weibchen  mit  vasektomierten  Männchen  verpaart,  welche  zwar 

Samenflüssigkeit,  jedoch  kein  Sperma  abgeben.  Im  Mukus  sowie  den  Lymphknoten  dieser 

Weibchen  kam  es  ebenso  wie  bei  den  normal  verpaarten  Tieren  zu  einem  Anstieg  der 

CD4+Foxp3+-Treg. Dieser Effekt ließ sich nicht nachahmen, wenn eine Scheinschwangerschaft 

durch  mechanische  Stimulation  vorgenommen  wurde.  Zwar  ließ  sich  hier  durch  einen 

vergrößerten,  stark perfundierten Uterus die Scheinschwangerschaft  zeigen,  jedoch hatte  dies 

keinen Einfluss auf die Treg-Level der untersuchten Gewebe.

Um die  protektive Wirkung der  Treg in  diesem Kontext  besser  zu beleuchten,  wurden nach 

vorher beschriebener Art erneut Treg aus normal-schwangeren Mäusen am d0 in Weibchen der 

Abort-Verpaarung  mit  DBA/2J-Männchen  injiziert.  Zusätzlich  wurden  zum  einen 

neutralisierende  anti-IL-10-Antikörper  und  zum  anderen  anti-TGF-ß injiziert.  In  der  ersten 

Gruppe wurde der zuvor protektive Effekt der Treg aufgehoben; die Blockade des TGF-ß konnte 

diesen  Effekt  nicht  in  Gänze  blockieren;  die  Abortraten  entsprachen  hier  dem  Niveau  der 

Kontrollgruppe.



1.3.3 The Persistence of Paternal Antigens in the Maternal Body is Involved in Regulatory T-Cell 

Expansion and Fetal-Maternal Tolerance in Murine Pregnancy (Publikation 3)

Es konnte zunächst nochmals bestätigt werden, dass es in der normal-schwangeren-Gruppe im 

Vergleich zu der Abort-Gruppe bereits vor der Implantation am d5 zu einem Anstieg der Treg in 

den untersuchten Geweben kommt; der Stimulus also direkt in den paternalen Antigenen und 

nicht allein durch die paternalen Anteile der Feten kommt. Um diesen Weg zu visualisieren, 

wurden transgene GFP+ Männchen zur Paarung eingesetzt. Bereits kurz nach der Insemination 

konnten GFP+ - Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop zunächst in Lymphknoten, später auch 

in den anderen untersuchten Geweben der Mutter nachgewiesen werden, sowohl vor als auch 

nach der Implantation bis hin zum d14. Einige der im vaginalen Mukus gewonnen GFP+- Zellen 

erwiesen sich in der Durchflusszytometrie als MHC II+ sowie teilweise als zusätzlich CD11c+. 

Zu einem späteren Zeitpunkt der Schwangerschaft konnten GFP+- Zellen direkt in der äußeren 

Plazenta nachgewiesen werden, dies kann in Übereinstimmung mit der fortwährenden Expansion 

von  Treg  im  Verlauf  einer  erfolgreichen  Schwangerschaft  als  möglicher  Hinweis  auf  die 

fortwährende Abgabe von Alloantigenen gesehen werden3 .



1.4 Diskussion

Die  Bedeutung  regulatorischer  T-Zellen  sowohl  in  der  humanen  als  auch  der  murinen 

Schwangerschaft konnte bereits durch mehrere Studien belegt werden8,9,10. Es zeigte sich in den 

entsprechenden Mausmodellen eine Korrelation zwischen einer erfolgreichen Schwangerschaft 

und dem erhöhten Level der Treg. Die protektive Wirkung für die Feten ließ sich durch Transfer 

von spezifischen Treg in der Schwangerschaft auch bei Tieren des Abortmodells erzielen11. Diese 

Wirkung ergab sich  jedoch nur,  wenn der  Transfer  noch vor  der  Implantation  in  der  frühen 

Schwangerschaft stattfand. Im Rahmen der Publikation 1 konnte zum ersten Mal nachvollzogen 

werden, dass es bei Mäusen bereits  kurz nach der Insemination zu einer Änderung der Treg 

Anzahl  in verschiedenen, immunologisch aktiven Geweben kommt. Noch vor der Implantation 

gab es bereits signifikante Unterschiede zwischen den Mäusen der Gruppe, die eine Abortrate 

von  0%  aufweist  (CBA/J  x  BALB/c),  sowie  jener,  bei  denen  eine  Abortrate  von  19%  zu 

verzeichnen  war  (CBA/J  x  DBA2J).  Diese  Abortgruppe  wurde  gekennzeichnet  durch  eine 

fehlende  Expansion  der  Treg  bereits  in  diesem  frühen  Stadium  der  Schwangerschaft. 

Untermauert  wurde  dies  noch dadurch,  dass  die  mitgeführte  BALB/c  x  C57BL/6-Gruppe in 

unseren Händen auch eine erhöhte Abortrate von etwa 18% aufwies. In den Untersuchungen 

zeigte sich jedoch, dass es bei diesen Tieren ebenfalls nicht zu einer Expansion der Treg kam. Es 

besteht also eine Korrelation zwischen der frühen Expansion und dem späteren Ausgang der 

Schwangerschaft.  Diese  Tatsache  könnte  von  klinischer  Bedeutung  für  einen  möglichen 

prädiktiven Test sein, da man bei humanen Spontanaborten ebenfalls keine erhöhten Treg-Level 

im  Vergleich  zu  Normalschwangeren  fand9.  Der  frühe  Zeitpunkt  der  Expansion  ist  hier 

interessant.  Bisher  gut  dokumentiert  ist  in  der  murinen  und  humanen  Schwangerschaft  das 

Auftreten  fetaler  Antigene  im  Organismus  der  Mutter  und  umgekehrt  im  Sinne  eines 

Mikrochimärismus2,16.  Die  konstante  Präsentation  fetaler  Antigene  im mütterlichen  Kreislauf 

könnte so zu einer fortwährenden Stimulation der Expansion einer spezifischen Treg Population 

führen. Im Rahmen der Publikation 3 versuchten wir, diesen Weg mit Hilfe transgener GFP+-

Männchen  zu  visualisieren.  Es  ist  bekannt,  dass  nach  der  Implantation  die  Plazenta 

kontinuierlich Alloantigene abgibt3. Auch wir konnten zeigen, dass eher die äußeren Zellen der 

Plazenta, also jene, die eine erhöhte Chance zur Migration aufweisen, grün waren. Passend dazu 

sanken  sieben  Tage  post  partum die  erhöhten  Treg-Level  wieder  auf  das  Niveau  der  nicht-

verpaarten Tiere; dies kann als Reaktion auf das  Fehlen einer konstanten Antigenpräsentation 

nach  der  Geburt  verstanden werden.  Vor  der  Implantation  wäre  dieser  Effekt  nur  durch  die 

Reaktion  auf  die  paternalen  Antigene  möglich.  Interessanterweise  fanden  wir  hier  ebenfalls 



schon kurz nach der Insemination paternale GFP+-  Antigene sowohl im Mukus als  auch den 

Lymphknoten der Weibchen. Ein Teil dieser gefundenen „grünen“ Zellen war MHC II+, davon 

wiederum  ein  Teil  CD11c+.  Dies  belegt  das  Vorhandensein  sowohl  paternaler,  als  auch 

maternaler  APC`s.  Die  Antigenpräsentation  erscheint  so  auf  dem  direkten  als  auch  dem 

indirekten  Weg schon kurz  nach der  Insemination  möglich17.  Schon 1967 konnten Reid  und 

Blackwell  nachweisen,  dass  Teile  markierten  Spermas  phagozytiert  und  in  die  regionären 

Lymphknoten  transportiert  wurden18.  Andere  Studien  konnten  neben  Mäusen  auch  bei 

Schweinen  bereits  belegen,  dass  Sperma  oder  die  Samenflüssigkeit  allein  eine  direkte 

Immunantwort der Mutter auslösen kann19,20. 

Robertson  et  al.  Demonstrieren  darüber  hinaus,  dass  diese  Form  der  Immunantwort  mit 

konsekutiv verlängerter Toleranz gegenüber männlichen Antigenen (in Rahmen der Studie in 

Form von Tumorzellen)  auch dann funktioniert, wenn den Weibchen die Eileiter legiert wurden; 

es also weder zu einer Befruchtung geschweige denn Einnistung kommen konnte20. 

Durch  Treg  induziertes  IDO  wurde  im  Rahmen  humaner  Schwangerschaften  mit  dafür 

verantwortlich gemacht, die F1 vor einem Angriff des mütterlichen Immunsystems zu schützen 

und  so  entscheidend  für  den  Schwangerschaftsausgang  zu  sein12.  In  der  P1  können  wir  in 

Übereinstimmung mit  anderen  Studien21  demonstrieren,  dass  IDO erst  ab  d8 in  der  Plazenta 

nachweisbar ist; nicht jedoch schon im Uterus vor der Implantation. Treg werden jedoch schon 

früh in der Schwangerschaft für die Schaffung eines toleranten Mikromilieus gebraucht, um die 

Implantation  zu  ermöglichen22.  Außerdem  zeigen  IDO  -  defiziente  Mäuse  normale 

Schwangerschaften23,  währenddessen  Tiere  mit  niedrigen  Treg-Leveln  erhöhte  Abortraten 

aufweisen10,11. Es ist daher unwahrscheinlich, dass der protektive Effekt der Treg in Mäusen auf 

einer IDO - Hochregulierung beruht. 

Hormonelle  Einflüsse auf  die  Abortrate  durch eine insuffiziente  Hormonproduktion (v.a.  des 

Progesterons),  wie  es  in  einigen  Arbeiten  vorgeschlagen  wurde24,  konnten  wir  in  unseren 

Messungen nicht bestätigen. Die Mäuse der Abortgruppe zeigten teilweise sogar leicht erhöhte 

Werte  des  Progesterons.  Daher  erscheint  es  auch  nicht  als  wahrscheinlich,  dass  die  Treg-

Population  vorab existiert und nur durch Hormonänderungen im Rahmen der Schwangerschaft 

zur Expansion gebracht wird. Die Idee liegt nahe, dass es sich um spezifisch für paternale oder 

fetale Antigene gebildete Zellen handelt. Im Rahmen der P2 konnte erneut belegt werden, dass 

Treg von normal-schwangeren Mäusen die F1 der Abortgruppe vor der Abstoßung bewahren 

können11.  Jedoch konnten wir belegen,  dass  dies  nur  funktioniert,  wenn es sich wie bei  den 

DBA/2J  –  sowie  den  BALB/c  –  Männchen  um  Mäuse  handelt,  die  den 

Haupthistokompatibilitätskomplex  (MHC)  H2d besitzen.  Es  besteht  also  Übereinstimmung 



(Match) im MHC und ein Mismatch in den Untereinheiten (minor antigens). Die Treg, die der 

CBA/J x C57BL/6 - Verpaarung entstammen, also einer Kombination, die eine Abortrate von 

ebenfalls  0%,  jedoch  den  MHC  H2b  bei  den  Männchen  aufweist,  konnten  die  Feten  der 

Abortgruppe  nicht  vor  der  Abstoßung  bewahren.  Da  alle  eingebrachten  Treg  eine  ähnliche 

Fähigkeit zur Expansion zeigten, jedoch nur die der kreuzprotektiven, allogenen Kombination 

die  H2k  H2d  -  F1 retteten,  ist  dies  ein Hinweis darauf,  dass Treg spezifisch durch väterliche 

Antigene direkt (in diesem Fall H2d  und die entsprechenden Untergruppen) oder an der feto-

maternalen Grenzfläche aktiviert werden müssen, um die beschriebene protektive Wirkung zu 

entfalten.  Es  würde  sich  hierbei  um  eine  sogenannte  vermittelte  Immunsuppression  (linked  

immunosuppression) handeln, da die im Kontakt zu den BALB/c–Männchen gebildeten Treg die 

spezifische  anti-DBA/2J-Antwort  der  CBA/J-Weibchen  unterbinden  können.  Impfte  man 

Weibchen vor der Verpaarung direkt mit BALB/c-Antigenen in Form von Splenozyten, so erhielt 

man auch hier funktionale Treg, u.a. charakterisiert durch entsprechend gesteigerte Level an IL-

10, TGF-ß und neuropilin-1. Die Wirkung zeigte sich ebenso in vivo; nicht nur konnte die CBA/J 

x DBA/2J - F1 vor dem Untergang bewahrt sondern auch diese Protektion durch den Transfer 

von Treg dieser Gruppe in eine weitere Abortgruppe übertragen werden. Zusammenfassend lässt 

sich also belegen, dass die Auseinandersetzung mit BALB/c – Antigenen zu funktional aktiven 

Treg führt, die wiederum die Feten vor der mütterlichen spezifischen  anti – DBA/2J - Antwort 

schützen können.

Untermauert wurde die Wichtigkeit der spezifischen Stimulation der Treg dadurch, dass es bei 

mechanischer Induktion der Scheinschwangerschaft  im Gegensatz zu den mit vasektomierten 

Männchen verpaarten Weibchen nicht zu einer Expansion der Treg kam. 

Wie  beschrieben,  konnten  nach  Impfung  der  Abortgruppe  mit  Treg  gesteigerte  IL-10-Level 

beobachtet werden. Es wurde bereits vorab vermutet, dass Treg dieses Zytokin sezernieren und 

so teilweise zur Schaffung eines toleranten Mikromilieus beitragen22. Das deckt sich mit unseren 

Beobachtungen, dass bei zeitgleicher Injektion der Treg zusammen mit anti-IL-10-Antikörpern 

die Abortrate nicht gesenkt werden konnte. IL-10 spielt nicht nur bei der Akzeptanz gegenüber 

fetalen  Allogenen  eine  wichtige  Rolle,  sondern  u.a.  auch  beim  Treg  vermitteltem  Schutz 

gegenüber  Autoimmunerkrankungen  und  Allergien25,26,27.  Dieses  Zytokin  vermittelt  außerdem 

eine Art positiver Feedbackschleife zwischen Treg und dendritischen Zellen, die durch die Treg 

im unreifen Stadium gehalten werden, was wiederum zu einer vermehrten Bildung von Treg 

führt.  Dies  sorgt  dafür,  dass  die  dendritischen Zellen  die  Alloantigene  zwar aufnehmen und 

prozessieren  können,  nicht  jedoch  eine  Immunreaktion  gegen  diese  Alloantigene 

vermitteln28,29,30,31.  Durch  die  gezeigte  dauerhafte  Stimulation  der  Treg  durch  eine  konstante 



Alloantigen-Abgabe an der feto-maternalen Grenzfläche könnte über diesen Weg zusätzlich eine 

protektive Treg-Population bis zur Geburt aufrecht erhalten werden. 

Da die  zeitgleiche Injektion von anti-TGF-ß-Antikörpern mit  Treg-Zellen in Abortmäuse die 

protektive Wirkung im Gegensatz zum anti-IL-10 nicht in Gänze aufheben konnte, scheint es 

sich hier ähnlich wie bei der Unterdrückung intestinaler Entzündungen durch Treg32 nicht um ein 

absolut notwendiges Zytokin zu handeln.

Zusammenfassend konnten wir erstmalig die bereits frühzeitige Expansion der Treg direkt nach 

der Insemination in verschiedenen mütterlichen Geweben zeigen und einen fehlenden Anstieg 

der Treg-Level noch vor der Implantation in Zusammenhang mit einer erhöhten Abortrate setzen. 

So konnte in diesem zeitlichen Kontext  belegt  werden,  dass die  paternalen Antigene für  die 

Expansion  verantwortlich  zu  machen  sind.  Unter  Zuhilfenahme  transgener  GFP+-Mäuse 

demonstrierten wir, dass paternale Antigene sowohl auf dem direkten, als auch indirekten Weg 

vom mütterlichen Immunsystem prozessiert werden können, um so die Bildung einer protektiven 

Treg-Population zu initiieren. Wir konnten aufzeigen, dass diese Protektion antigenspezifisch ist, 

und für unser Abortmodell nicht der hormonellen Beeinflussung unterliegt. Im Rahmen dieses 

Modells konnten wir belegen, dass IDO im Gegensatz zu IL-10 keine entscheidende Rolle bei 

der Schaffung eines  transienten toleranten Mikromilieus spielt. 

So  betonen  diese  Studien  die  Bedeutung  der  frühen  Auseinandersetzung  des  mütterlichen 

Immunsystems mit den paternalen Antigenen, um später die fetalen Antigene zwar als fremd, 

aber nicht gefährlich zu erkennen, um so zu einer erfolgreichen Schwangerschaft zu führen.
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