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2. Einleitung
2.1 Die Schwangerschaft

Die Schwangerschatft ist der Zeitraum, in dem egfeulchtete Eizelle im Korper der Frau zu
einem Kind heranwéchst. Die Schwangerschaft d&aeamh Menschen von der Befruchtung
der Eizelle bis zur Geburt des Kindes durchschetittt67 Tage und wird in drei Abschnitte
zu je drei Monaten aufgeteilt (Moore und Persau@b)9

Zu Beginn einer Schwangerschaft kommt es nach démdriBgen (Impragnation) des
Spermiums in die Eizelle zur Reifeteilung. Aus leeidhaploiden Chromosomensatzen
formiert sich der méannliche und der weibliche Varkewelche dann zu einer Zygote
verschmelzen. Nach der Konjugation des Spermiundsden Eizelle wandert die Zygote mit
Hilfe des Flimmerepithels des Eileiters und durehigialtische Kontraktionen innerhalb der
nachsten 4-5 Tage in die Gebarmutterhohle ein (Blaad Persaud 1996).

Innerhalb der ersten 3-4 Tagen wird durch die illihg das 16. Zellstadium (Morula)
erreicht. Ab 32-64 Zellen kommt es zur Differenaigy der Morula in eine Blastozyste. Im
Inneren dieser Blastozyste bildet sich ein Hohlradm der Innenwand dieses Hohlraumes
lagert sich an einer Stelle ein Zellhaufen an, wabe auf3eren Zellen als Trophoblasten
bezeichnet werden und die Zellen innerhalb de@efens als Embryoblasten. Die

Trophoblasten  beginnen  durcl " junge Blastozyste 16-Zellen-Stadium (Morula)
P (4. Taq).

ru;h ','

" Eileiter

Flussigkeitsabgabe den Hohlraur it .
SN miannlicher
weiblicher
Vorkern

zu erweitern. Um den 5. bis 6. Ta
dltere Blastozyste

nach der Befruchtung kommt e (s Taq)
A

Spermiu'r'ﬁ\\"lf |
kurz vor der Implantation der { Gamenzelle) Bhk
Blastozyste zum Abstreifen deEinnistun
Zona pellucida, welche bis zi(Ndationiee

6. Tag'd %
diesem Zeitpunkt die Blastozyst: X

frisch ovuliertes Fi

umschlossen hatte. Am 6. Ta Cebarmutter

erfolgt die Nidation, die

) . ) Abbildung 1: Schematische Darstellung von der Bdftung der Eizelle bis zur
Implantation der Blastozyste in die Implantation in die Gebarmutter (Quelle: Qualimedi®)
Gebarmutterwand. Die freie Blastozyste lagert $ignzu an einer Stelle des Endometriums
an. An dieser Stelle verschmelzen die Zellen deropfoblasten mit der
Schleimhautoberflaiche zu dem  SynzitiotrophoblasteDas  Zellgeflecht  der

Synzitiotrophoblasten bildet Pseudopodien aus,irdidie Interzellularspalten zwischen den
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Endometriumzellen eindringen. Die Embryoblasten desn an der Innenseite der
Trophoblastenhdhle bis zu der Stelle, an der dieeftung stattgefunden hat, um dann in die
Gebarmutterschleimhaut einzudringen. AnschlieRendligt f die Implantation des
Embryoblasten. Durch die Implantation der Blasttzysh die Gebarmutterschleimhaut
kommt es im Endometrium zur Umwandlung von Bindegiaszellen in Deziduazellen.
Dieser Vorgang ist Progesteron abhangig und wesdazidualisierung bezeichnet. Nach der
Implantation differenzieren sich die Trophoblasienzwei Anteile, dem inneren Anteil
(Zytotrophoblast), der dem Uteruslumen zugewandt isnd der &ufReren Schicht
(Synzytiotrophoblast), die aktiv weiter in die Gebiatter eindringt. Im Laufe der
Schwangerschaft bildet sich aus den Trophoblasterd wus der miutterlichen
Gebarmutterschleimhaut die Plazenta (Moore undaldr$996).

In der dritten Schwangerschaftswoche kommt es zastr@lation. Es bildet sich aus der
zweischichtigen Keimscheibe eine dreikeimblattrigalage, weiterhin kommt es zur
Ausbildung der ersten Blutgefalie am DottersackChorion und an der Allantois. Am Ende
der dritten Woche kommt es dann zur Bildung derzHelange des Kindes und zur
Zottenbildung. In der Embryonalphase zwischen deten und achten Woche bilden sich die
Anlagen aller Organsysteme aus und es kommt zuentieshen Ausgestaltung der &ufR3eren
Korperform des Embryos. Am Ende dieser Phase diedwachtigen Organe angelegt, die
meisten davon jedoch nicht funktionsfahig. In detafperiode, welche von der neunten
Woche bis zur Geburt andauert, kommt es zur Entumckvom Embryo zum Fetus. In dieser
Phase findet hauptsachlich die Ausreifung und dashstum derjenigen Gewebe und Organe
statt, welche in der Embryonalphase angelegt wosdeh (Moore und Persaud 1996).

Im Vergleich zu dem oben beschriebenen ProzesSdwrvangerschaft im Menschen ist der

Verlauf der Schwangerschaft bei einer Maus rech kad verlauft innerhalb von 20 Tagen.

2.2 Aufbau und Funktion der Plazenta

Die Plazenta stellt eine Art passive Filtermembdam, die mutterliches und fetales Blut
voneinander trennt, aber dennoch einen gegenseiplggsiologischen Austausch ermdglicht
(Moore und Persaud 1996).

Die im Laufe der Schwangerschaft entstehende Plazgeist zwischen den verschiedenen
Spezies zum Teil gro3e Unterschiede auf. Dieseekian Plazentatypen werden durch die
Anzahl der Gewebsschichten der materno—embryefearriere unterschieden (Tab. 1). Bei

Plazenten des hamochorialen Typs erfolgt nochmaés @nterteilung durch die Anzahl der

-5-
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Trophoblastenepithelschichten (Enders 1¥nirschke und Kaufmann 2001). Die Plazenten
der Maus und des Menschen z&hlen zum sogenannteschérialen Typ.

Epitheliochorial ~ Endothel, Bindegewebe, Schwein,
Uterusepithel, Pferd
Chorionepithel,

Bindegewebe des Fetus,
Endothel des Fetus

Syndesmochorial Endothel, Bindegewebe, Schaf
Chorionepithel,
Bindegewebe, Endothel

Endotheliochorial Endothel der mutterlichen Hund,
Gefal3e ans Chorionepithel, Elefant

Bindegewebe, Endothel

Hamochorial das Blut reich direkt ans
Chorionepithel,
Bindegewebe, Endothel

Subtypen des
hamochorialen Typs

Hamomonochorial Eine Schicht aus hohere
Syncytiotrophoblasten Primaten,
Mensch
Hamodichiral Eine Schicht Syncytio- Biber

trophoblasten und eine
Schicht Cytotrophoblasten

Hamotrichorial 2 Schichten Syncytio- Ratte,
trophoblasten und eine Maus
Schicht Cytotrophoblasten

Tabelle |: Plazentatypen der einzelnen SpeziesAmgabe Uber die Anzahl der Zellschichten die Mutted Fetus voneinander trennen
(Becker, Schiebler und Kubli 1981).

Die humane Plazenta weist zwischen der fetalere Skt Plazenta, also der Chorionplatte,
der Nabelschnur und der miutterlichen Dezidua, eimah mutterlichem Blut gefullten
intervillésen Raum (Lakune) auf. Dieser wird dutmhdegewebige Plazentasepten von der

Basalplatte aus in 15 bis 20 Felder, die sogenaniietyledonen, unterteilt. Aus der
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Chorionplatte kommend, bilden sich Zottenbaumetdbhend aus Primar-, Sekundar- und
Tertiarzotten, die in den blutgefullten Raum himagen. In den Tertiarzotten findet man
Kapillarschlingen. Zwischen den Kapillaren der Téedotten und dem intervilldsen Raum
findet aufgrund der Plazentaschranke kein Blutaussta statt. Der Stoffaustausch zwischen
Mutter und Kind erfolgt Gber Diffusion, Pinozytoseler wird Uber Rezeptoren vermittelt
(Moore und Persaud 1996) (Abb 2A).

A)

Fetala
Umbilikalvens Zirkulation Umibilikalarierien Decidua parietalis

Amnion-Chorion-Membran ~ Y Choron leave

/ il s

; Chorlanplatta ’ T Intendlise Rdume Amnion_ -
Anschnitt giner

Stammzotte

-y g |

" Haftzotten

V \/
basalis Myometrium Vanen+Artedan
des Endometriums

Miitterliche Zirkulation

Chorionplatte

Labyrinth

Verbindungszone (,spongium)
Riesenzellen (,giant cells®)
Dezidua

endodermaler Sinus
maternaler arterialer Sinus
maternaler vendser Sinus
Umbilikalvene (,umbilical vein®)
Dottersack (,yolk sac")
Reichert’s Membran

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer A) hoen Plazenta (aus Moore und Persaud 1996) und uBnen Plazenta (aus
Zuckermann und Head 1986)

Die murine Plazenta wird in 4 Regionen aufget&ie einzelnen Regionen von innen nach
aul3en betrachtet sind: 1. Die fetale Seite dereRla, also die Chorionplatte mit der

Nabelschnur. 2. Das Labyrinthgewebe, welches dyersannte Plazentaschranke enthalt und
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somit die Grenze zwischen maternalen und embryonaBlut darstellt. 3. Die
Verbindungszone (Trophospongium), welche aus Spengund glykogenreichen
Trophoblasten besteht. 4. Die Zone der Riesenz@lmtener und Hsu 1977, Zuckermann
und Head 1986) (Abb. 2B).

Der Aufbau der Plazenta dieser zwei Spezies weisentliche Unterschiede auf, wobei die
Organisation der Zotten eine der Madoglichkeiten zumterscheidung der Struktur der
menschlichen Plazenta darstellt (Wooding und Fli94). Menschliche Plazenten haben
mehrere Keimblatter, die in Klustern angeordneti siPlazenten der Mause hingegen haben
ein einziges Keimblatt. Ein weiteres Unterscheidumgrkmal ist die Organisation der
Trophoblasten. Sowohl beim Menschen als auch beiM#usen kommt es durch Licken im
Endometryium zu einem direkten Kontakt des muttedn Blutes mit den Trophoblasten.
Die Trophoblasten-Zellschicht bei Mausen bestelst ZusSchichten, und zwar 2 syncytiale
Zellschichten und eine mononukleare Zellschichtndtfien hingegen weisen zusatzlich zu
der Trophoblasten-Stammzellschicht nur eine eirdadyncytiale Zellschicht auf. Die
invasiven  Trophoblasten bei Mausen und Menschen nedie als weiteres
Unterscheidungsmerkmal. Die Riesenzellen der Mé&ied streng mit der miuitterlichen
Spiralarterie verbunden, welche die ImplantatiomenBlut versorgt (Adamsoet al. 2002).
Die Glykogentrophoblasten beim Menschen hingegegenekeine besondere Assoziation mit
der Spiralarterie und wandern in den Zwischenra@mnditterlichen Dezidua (Adamsen

al. 2002).

2.3 Hypothesen zur Akzeptanz des Fetus

Eine erfolgreiche Schwangerschaft und die Gebmesgesunden Kindes hangen von einer
Vielzahl verschiedener Mechanismen ab. Die Mechaais die das Uberleben des fremden
Feten im mitterlichen Uterus trotz einer standigaggressiven Uberwachung des
matterlichen Immunsystems gewéhrleisten, sind l@atdy kaum bekannt. Jedoch gibt es
verschiedene Hypothesen wie der Fetus Uberlebt.

Der Fetus wird heute allgemein als ein intrauteriddiotransplantat angesehen. Dieses
Konzept stammt von Medawar (1953), auch wenn dig#t explizit in seiner Arbeit erwéhnt
wird. Er postulierte drei mogliche Theorien, uresk Hypothese zu belegen.

Zum einen postulierte er, dass der Fetus und digeMgeparate Blutkreislaufe aufweisen,
was eine anatomische Trennung zwischen Mutter wtdsFbedeuten wirde. Als zweite

Theorie, warum der Fetus von der Mutter akzeptigitd, nannte er die Unreife der
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Antigenitat des Fetus, und als dritte Theorie degamale immunologische Starre. Alle drei
Hypothesen konnten jedoch im Laufe der Zeit widgrlgerden. So konnte gezeigt werden,
dass es keine anatomische Grenze zwischen dem tsduder Mutter gibt und dass fetale
Zellen, z.B. Trophoblasten, in der Lunge der Mytiédrer auch maternale Zellen im Kreislauf
des Fetus, zu finden sind (led al, 1996, Bianchet al, 1994). Die Studien von Jonetal.
(2002) belegten, dass die Anzahl an B-Zellen (Cpldie MHC Klasse Il Molekiile
exprimieren, zwischen Erwachsenen und Feten inelet3chwangerschaftsdrittel gleich war.
Die Autoren zeigten weiterhin, dass die Anzahl @4C- und CD86-Monozyten zwischen
Feten des 3. Trimenons und dem Erwachsenenstadaugleichbar war, was gegen eine
Unreife der Antigenitat des Fetus spricht. TafunduMitarbeiter (1995) beschrieben, dass
alloreaktive Zellen systemisch in der Mutter nacisWar sind und dass es an der feto-
maternalen Grenze zu einer aktiven Regulation ligneaktiven Immunantworten der Mutter
kommt. Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dags @er Schwangerschaft nicht zu einer
maternalen immunologischen Starre kommt.

Zwei weitere allgemeine Hypothesen, wie es zu ealyemeinen Akzeptanz der Feten
kommen kodnnte, wurden zum einen von Chaouat undrbgiter (1983) und Wegmann
(1988) und zum anderen von Clark und Mitarbdit®99) postuliert.

Chaouat und Wegmann verglichen Trophoblastenzetteh Tumorzellen. Tumorzellen
werden vom Immunsystem nicht als schadigend erkamat konnen somit ungehemmt
wachsen, auf ahnliche Art sollte daher auch demd=eicht erkannt werden. Diese Hypothese
wurde aufgrund der Tatsache, dass ein AustauschLyomphozyten zwischen Mutter und
Fetus erfolgt (Piotrowski und Croy 1996), wiederwerfen.

Die Tatsache, dass der Embryo Nahrstoffe und anBlestandteile, die er zum Wachstum
bendtigt, von der Mutter erhélt, veranlasste Cladkn Fetus mit einem Parasiten zu
vergleichen (Clarlet al. 1999). Ein Parasit entzieht seinem Wirt alle begténh Nahrstoffe,
wodurch es zu einer Schwachung und Schadigung dees\wbeim Raubparasitismus sogar
zum Tod des Wirtes kommt (Lucius und Loos-Frank 7)99m Vergleich dazu wird die
Mutter normalerweise nicht durch den Fetus geschadkommt es im Laufe der
Schwangerschaft zu Komplikationen wird eher deru§edbgestol3en, bevor es zu einer
Schadigung des mdutterlichen Organismus kommt. Egitener Unterschied zwischen Fetus
und Parasit ist, dass das Immunsystem der Mutter-@¢éus als selbst anerkennt und aktive
Toleranzmechanismen hervorruft, den Parasiten [edals nicht selbst, was gegen die
Hypothese von Clark und Mitarbeiter (1999) spricht.
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Kommt es zu einem Defekt, der die natirliche Akaaptan der feto-maternalen Grenze
herabsetzt, konnte dies eine Abstol3ung des Fetexn dias mutterliche Immunsystem zur
Folge haben.

Die zellularen und molekularen Mechanismen, diemer Akzeptanz oder einer Abstol3ung
eines Fetus fuhren, wurden intensiv untersucht. viigden verschiedene Molekile
identifiziert, welche bei diesen Mechanismen eiasdndere Rolle spielen konnten:
Indol-2,3-Dioxygenase (IDO), welches die essemidiminosdure Tryptophan katabolisiert,
ist eines der Enzyme, was bei der Akzeptanz deegnFetne Rolle zu spielen scheint, da
aktivierte T-Zellen besonders stark durch die Menge Tryptophan beeinflusst werden.
Diese regulatorische Wirkung von IDO findet man rala@ch bei Transplantaten oder
Autoimmunitat (Munnet al. 1998, Fallarinoet al. 2003). Man konnte kurz nach der
Implantation eine stark erhohte Menge von IDO inlefe der feto-maternalen Grenze
beobachten, wodurch es zu einer Nahrstoffverarnkamgmt, welche in einer verringerten
maternaler T-Zellaktivitat resultiert (Muret al. 1998, Mellor und Munn 2001). Durch die
Hemmung von IDO mittels 1-Methyltryptophan kommtdrgch die erhdohte T-Zellaktivitat
zu einer schnellen Absto3ung allogener Feten. Diekte, die durch den IDO Inhibitor 1-
Methyltryptophan ausgeldst wurden, waren pharmajsthen Ursprungs (Mellor und Munn
2001). Baban und Mitarbeiter (2004) zeigten, dase @llogene Verpaarung von IDO-
defizienter Mause zu einer normalen Schwangersdéiiaft, was deutlich zeigt, dass in diesen
Mausen noch andere immunsuppressive MechanismerLaoie der Schwangerschaft
auftreten mussen, und dass IDO bei der AkzeptasFdtis keine Rolle spielt.

An der feto-maternalen Grenze kommt es in fetalealled zur Expression des
nichtklassischen Klasse | Gens HLA-G (Le Bouteill®4). HLA-G scheint in der Lage zu
sein, eine lokale Toleranz zu induzieren und konfiie die Immunmodulation der
matterlichen T-Zell-Population im Uterus mit veraottlich sein (Obeet al. 1998), indem es
die Proliferation von CD4+ Zellen supprimiert (Bardgeet al. 2000).

Treg-Zellen scheinen bei der Akzeptanz der Feteanfalis eine wichtige Rolle zu spielen.
Im peripheren Blut und in der Dezidua von Frauehemer normalen Frilhschwangerschaft
konnten erhéhte Mengen von CIXD25" Zellen beobachtet werden, wenn man sie mit
nichtschwangeren Frauen oder Frauen mit einem Spabort verglich (Sasakt al. 2004).
Weiterhin wurden erhohte Mengen von Foxp3 und CHA_Aeobachtet, was ein Hinweis
dafir ist, dass es sich bei den CDB®25" Zellen um Treg-Zellen und nicht um aktivierte
Zellen handelt (Sasaki al.2004, Somersaedt al. 2004).

-10 -



Andre Sollwedel Einleitung

Aluvihare und Mitarbeiter (2004) konnten nachwejsdass in schwangeren C57BL/6 —
Mausen die Anzahl an Treg-Zellen, im Vergleich zochtischwangeren Weibchen, erhoht
war, unabhangig von der Syn- oder Allogenitat desug Ein Transfer von gepoolten
Lymphozyten aus normal-schwangeren BALB/c MauseBAhB/c nu/nu-Weibchen, welche
anschlieBend mit C57BL/6 Mannchen verpaart wurdé@iifirte zu einer normalen
Schwangerschaft. Nach dem Transfer von gepooltemphpzyten, bei denen eine Depletion
CD25'er T-Zellen erfolgt war, konnte man in den C57Blvérpaarten BALB/c nu/nu-
Weibchen zahlreiche Resorptionen beobachten. Adugitund Mitarbeiter (2004) belegten
somit, dass die Toleranz des mautterlichen Immuesystgegeniiber dem Fetus unter anderem
durch Treg-Zellen vermittelt wird.

Zenclussen und Mitarbeiter (2006) bewiesen, das§hgmus von CBA/J Weibchen, welche
mit DBA/2J Mannchen verpaart wurden, die Anzahl vbmegulatorischen Zellen (Treg)
signifikant reduziert war, im Vergleich zu schwarege CBA/J der Verpaarungskombination
CBA/J x BALB/c. Weiterhin war man in der Lage, dareinen Transfer von Treg-Zellen aus
schwangeren DBA/2J verpaarten CBA/J Weibchen dierthte in den Tieren zu senken.
Zenclussen und Mitarbeiter (2006) postulierten,sdde Treg-Zellen durch Alloantigene
stimuliert werden muissen, um den Fetus vor einemrtAtu schitzen, da ein Transfer von
Treg-Zellen aus nicht-schwangeren CBA/J Mauseb@trate nicht reduzierte.

Auf die Rolle von Th1/Th2-Zytokinen bei der Akzeptader Feten wird in 2.8.2 genauer
eingegangen.

Ein weiteres Molekul, welches einen Einfluss a&f 8chwangerschaft nehmen konnte, ist die
Hamoxygenase (HO). In der Transplantationsimmuneldgnnte gezeigt werden, dass
geringe Mengen an HO-1 zu AbstolRungen von Trantgikam fuhren. Tullius et. al. zeigten,
dass man durch eine erhéhte Expression von HO-Aklieptanz eines Transplantates stark
erhéhen konnte. HO-1 scheint die inflammatorischiReaktionen, die  nach einer
Transplantation auftreten, stark zu reduzieren & al. 1998, Pilegget al. 2001). Da der
Fetus als Allotransplantat angesehen werden kantite $10-1 auch bei Schwangerschaften
eine wichtige Rolle spielen. Auf die genaue Rolb®HO-1 bei der Schwangerschaft wird in

2.7.4 genauer eingegangen.
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2.4 Abort

Nicht immer kommt es jedoch zu einer erfolgreichBohwangerschaft. Verschiedene
Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. Praeklaenpsd spontane Fehlgeburten, kénnen
sowohl zum Tod des Fetus als auch in manchen FalienTod der Mutter fuhren.

Bei einer spontanen Fehlgeburt handelt es sich ignvdrzeitige, nicht beabsichtigte
Beendigung der Schwangerschaft durch Abstof3ung seiRetus vor Erreichen der
Uberlebensfahigkeit mit einem Gewicht von wenigerl®00g (Pschyrembel 2004).

Man unterscheidet verschiedene Formen des FrilegboBeim Abortus imminensoder
drohenden Abort kommt es zu leichten Blutungenmb®bortus incipiender einsetzendem
Abort kommt es zu Uberperiodisch starken Blutunged die Schwangerschaft ist bereits
beendet, beim unvollstandigem Aboftbprtus incompletys kommt es zu starken Blutungen
mit Gewebeabgang und die Frucht oder Anteile davarden bereits von der Gebarmutter
ausgestolR3en, beindbortus completushat der Uterus die Furcht bereits vollstandig
ausgestoflen und beim verhaltenen Abort (missedtiabprhat sich der Fetus nicht
weiterentwickelt und wurde ausgestol3en (Benirschikd Kaufmann 2001, Pschyrembel
2004, Stirrat 1990). Nach mindestens 3 spontanegéAdren spricht man vom habituellen
Abort und tritt bei ca. 5% aller schwangeren Fraaeh(Roman 1984, Knudse al. 1991),
wobei das Risiko mit zunehmender Anzahl von Abomemer grof3er wird.

15-25 % aller Schwangerschaften enden vorzeitiginem spontanen Abort (Roth 1963
Coulam 1991). Diese Zahlen entsprechen aber nuwd&uerschaften, die man durch
herkémmliche Methoden, wie Ultraschall oder Bestimmgn des Schwangerschaftshormons
hCG, festgestellt hat. Man nimmt jedoch an, dassedientliche Anzahl der Aborte sehr viel
hoher liegt, da viele der Feten vor dem Zeitpunét dachsten Regelblutung abgestol3en
werden und so nicht erkannt werden. Edmonds undrbgiter (1982) und Whittaker und
Mitarbeiter (1983) haben durch Kombination von &iilund spaten Aborten eine tatsachliche
Abortrate von 20-62% postuliert.

Coulam (1991) beschrieb, dass der grof3te Teil dbitdellen Aborte durch eine unpassende
oder falsche Immunantwort hervorgerufen wird, denirggste Teil durch infektiologische und
genetische Ursachen. Bei einmaligen Fehlgeburtemgelgen werden chromosomale
Anomalien mit ca. 50% als Hauptgrund des Abortshesben (Bouet al. 1975, Stephenson
1996).
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2.5 Praeklampsie

Eine weitere sehr ernste Schwangerschaftskompiikast die Praeklampsie, eine Form von
schwangerschafts-bedingtem Bluthochdruck. Praeldamfpitt ausschlief3lich ab der 20sten
Schwangerschaftswoche, also im spaten 2. bzw. Bv&werschaftsdrittel, bei etwa 6-8%
aller Schwangerschaften auf (Robillard 2002). \ain der Praeklampsie sind zum einen
eine schwangerschaftsinduzierte Hypertonie und znderen eine isolierte Proteinurie.
Treten jedoch beide Symptome gleichzeitig auf, ckppriman von Praeklampsie (Goerke
2002). Die klinischen Merkmale einer Praeklampsiel somit ein stark erhdhter Blutdruck
und Proteinurie. Des Weiteren kann man bei vielaieRtinnen eine vermehrte Odembildung
und eine damit verbundene Gewichtszunahme beolm(Rtdillard 2002).

Vorstadien der Praeklampsie, wie die Hypertoniesséa sich durch medikamentdse
Behandlung, z.B. durch Gabe von Beta-Blockern, bééim. Da jedoch die Pathogenese der
Praeklampsie nicht bekannt ist, bleibt die einzig&gliche Therapie hierbei die vorzeitige
Beendigung der Schwangerschaft, welche unabhargigder SSW und dem Zustand des
Kindes erfolgen sollte, da bei mehrmaligen Anfaltia Gefahr eines Multiorganversagens
mit Todesfolge besteht.

Die Mechanismen, die zu einer Praeklampsie fuhserd bislang unbekannt, jedoch wird
vermutet, dass es durch immunologische Fehlanpgseuzu einer unzureichenden Invasion
der Trophoblasten in das Endometrium in der 14w@aalgerschaftswoche kommt (Robillard,
2002, Pijnenborget al. 1996). Daraufhin kommt es zu einer unzureichendgatddon der
Spiralarterien, was zum einen zu einer vermindegeiplazentalen Durchblutung fuhrt,
andererseits zu einer akuten Gefallatherose. AlktiBealer Disfunktion der Endothelzellen
und der daraus resultierenden Perfusionsstorungldeenta, versucht der Kérper der Mutter
diese Stérung zu kompensieren. Die Kompensatioolgerfdurch die Erhéhung des
Blutdrucks, dies fiihrt jedoch wiederum zu Endottiedglen in der Niere, und es kommt zur
Proteinurie (Redmaet al1999).

Bei schwangeren Frauen mit Préeklampsie konnte emhiihte Mengen an miitterlichen
Entzindungszellen, wie Granulozyten und Monozytoblachten (Saclet al. 1997, Oiaret

al. 1985, Greeket al. 1989). Zusatzlich wurden erhdohte Mengen von emtaigsférdernden
Thl Zytokinen beschrieben (Stark 1993, Sait@l. 1999, Darmochwal-Kolaret al. 1999).
Zenclussen und Mitarbeitg2004) konnten zeigen, dass die Behandlung von C&%/B
schwangeren BALB/c Mausen mit aktivierten Thl-ZellePraeklampsie-ahnlichen

Symptomen in diesen Mausen auslost.
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2.6 Mausmodelle fur spontanen Abort und Praeklamps

2.6.1 Mausstamme

Der DBA Mausstamm ist der &lteste Inzuchtstamm wnode 1909 von Dr. CC Little
eingefuhrt. Der DBA/2J Mausstamm beinhaltet einenegische Verdnderung des
ursprunglichen DBA Stammes und erhielt die Bezaicigndurch den Zichter, die Jackson
Laboratory (Staats 1966).

Der CBA Mausstamm wurde 1920 von Strong erstmakgaigeziichtet, wobei er Bagg
Albino Weibchen mit einem DBA Mannchen verpaartdet) Andervont gelang der CBA
Mausstamm 1948 zu den Jackson Laboratory (Greefitighm 1991).

Der BALB/c Mausstamm wurde von MacDowell 1923 augee Inzucht von Bagg Albino
Mausen (BALB) geziichtet. 1935 fuigte Dr. Snell dez&chnung BALB das "c" hinzu, da
der Genotype des ,Farb” locugcist (Potter 1985).

Der C57BL Mausstamm wurde 1921 von Little herangbit. Der C57BL/6 Mausstamm
stammt aus einer Inzucht mit mindestens 20 Geo@eti von Bruder-Schwester-
Verpaarungen, wobei die beiden Mauslinien C57BLiél €57BL/10 vor 1937 voneinander
getrennt gezichtet wurden (Green und Witham 1991).

2.6.2 Das Mausmodell fuir spontanen Abort CBA/J x DB/2J

Das von uns verwendete murine Modell fur eine spromt~ehlgeburt im ersten Trimester der
Schwangerschaft wurde erstmals von Clark und Meidéeb (1980) beschrieben. Bei der
Verpaarung weiblicher CBA/J-Mause mit mannlichen ADRBJ-Mausen kommt es zu einer
spontanen Abortrate von 20-50% (abhangig von derhaitung). Bei einer Kombination von
weiblichen CBA/J M&usen mit ménnlichen BALB/c Mansekommt es zu einer normalen
Schwangerschaft ohne Aborte.

Die erhohte Abortrate in der Verpaarungskombina@®@A/J x DBA/2J kann nicht auf einen
Unterschied in den Haupthistokompatibilitatskomple zurtickzufiihren sein, da der murine
Histokompatibilitditskomplex, der dem humanen Hhigbbkompatibilitdtskomplex MHC
Klasse | entspricht, sowohl bei dem Mausstamm DBA2 auch bei BALB/c Mausen H-2d
ist. Der CBA/J Stamm weist den Histokompatibilikisplex H-2k auf (Staats 1976).

Die erhohte Abortrate von CBA/J x DBA/2J im Vergleizu CBA/J x BALB/c scheint
vielmehr an Unterschieden in den Nebenhistokompigiiskomplexen (minor
histocompatibility complexXyei DBA/2J und BALB/c zu liegen (Clait al. 1980, Chaouadt

al. 1988). Clark und Mitarbeiter (1999) konnten zeigeass bei BALB/c-Mannchen ein P-
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Gen expremiert wird, welches bei der Aktivierunqiv&D8 T —Zellen eine Rolle spielt. In
den DBA/2J Méausen jedoch konnte kein P-Gen nachegmmi werden.

Die erhdhten Abortraten kénnten aber ebenso awgrandrsachen zuriickgeftihrt werden. So
konnte z.B. gezeigt werden, dass in DBA/2J Mannchamr viel weniger HO-1 expremiert
wird als in den BALB/c Mannchen (Wollenbegj al. in Vorbereitung). Weiterhin konnte
Zenclussen und Mitarbeiter (2005) nachweisen, dasten schwangeren CBA/J Mausen,
welche mit DBA/2J Mannchen verpaart wurden, sigatfit weniger Treg-Zellen aufzuweisen
sind. In der Plazenta von CBA/J Mausen, welchemintnlichen DBA/2J Méausen verpaart
wurden, wurden geringere Mengen der Th2-Typ Zytelin-4 und IL10 beobachtet als bei
der Verpaarungskombination CBA/J x BALB/c (Chaouwtal. 1995). Diese Beobachtungen
konnten sich auch auf die Anzahl der Aborte ausevirk

2.6.3 Das Mausmodell fur Praeklampsie

Das Mausmodell fur Praeklampsie wurde von Zenclussel Mitarbeiter (2004) entwickelt.
Bei dem Modell werden weibliche BALB/c Mause mit mndichen C57BL/6 Mausen
verpaart. Die Kombination dieser beiden Mausstamifid@rt zu einer normalen
Schwangerschaft. Zur Simulation von Préaeklampsidiéiien Symptomen werden den
trachtigen BALB/c Madusen am Tag 10 und 12 der Memssngerschaft aktivierte Thl-
Lymphozyten i.v. injiziert. Um physiologische Vedarungen im Laufe der Schwangerschatft
beobachten zu kénnen, wird bei den Mausen vom Tiaig um Tag 14 Schwangerschaft der
Blutdruck gemessen. Die Messung erfolgt alle zvaai &l

Die Autoren postulierten, dass durch die transftame Thl-Zellen vermehrt Thl-Zytokine
produziert werden, wodurch die mauseigenen Th-Ael&ch vermehrt zu Thl-Zellen
entwickeln und es zur Expression von entziindundsfoden Thl-Zytokinen kommt, was
Beobachtungen bei Frauen mit Praeklampsie entsp(tark 1993, Saitcet al. 1999
Pijinenborget al. 1996). Nach der Behandlung mit aktivierten Thllételkommt es in den
Mausen zur Ausbildung von Praeklampsie-ahnlicheimm@gmen: erhohter Blutdruck,
Proteinurie und Schadigung der Niere. Die Ausbigluder Praeklampsie-dhnlichen
Symptome ist bei diesem Modell ausschliel3lich atinangere Mause beschrankt. In nicht
schwangeren Mausen, die mit aktivierten Thl-Zebehandelt wurden, kommt es zu keinen
klinischen Veranderungen. Auch der Transfer vonvadten Th2-Zellen in schwangere
Mause fuhrt zu keinen physiologischen Veranderurigenclussert al. 2004).
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Die Kontrollgruppe bekommt am Tag 10 und 12 der 84abwangerschaft eine neutrale

Pufferldsung, was zu keiner physiologischen Verénug flhrt.

2.7 Die Hamoxygenase

Das Hamoxygenase-Enzym ist fur den Abbau des frei@m verantwortlich, wobei der
Hamoglobinabbau aus Erythrozyten, der hauptsachlihilz und Leber stattfindet, wohl die
wichtigste Rolle spielt. Die chemische Grundlag®s, molekularen Sauerstoff zu binden und
zu transportieren, sind die Metalloporphyrine, @iss einer Verbindung eines Porphyrinringes
mit einem katalytisch aktiven Metallion bestehemsOFerro-(Fe2+)-protoporphyrin 1X oder
auch als Ham bezeichnet, ist eines dieser Metaldpoine. Das Ham kommt fast
ausschlief3lich in Verbindung mit Proteinen vor wiieht dort als deren prosthetische Gruppe

(Maineset al. 1992).

NADPH

CYTOCHROME
FP450

Silrverdin —= Bilirubin

TRENDS In Immuncsogy

Abbildung 3. Abbau von Ham in Biliverdin (aus Otiemet al.2003)

Die verschiedenen Hamproteine weisen die untemlitisten Funktionen auf. Die zwei
Bekanntesten (Hamoglobin und Myoglobin) sind ame8stofftransport beteiligt, da sie als
Sauerstoffspeicher fungieren. Andere Hamproteinie @ytochrom ks, und Cytochrom

Oxidase, dienen der Sauerstoff-Aktivierung und Cltome (c, ¢3, b, a, a3) dem
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Elektronentransport. Der Aufbau des Hams aus Ardindinsaure erfolgt unter Beteiligung
mitochondrialer Enzyme (Mainest al. 1992). Genauso wichtig wie die Neubildung des
Hams ist der Abbau des aus den Hamproteinen freigiemen Hams. Das Ham wird in einer
Reihe von mitochondrialer und zytosolischer Enzyaktienen zu Gallenfarbstoffen
abgebaut, wobei die Hamoxygenase als erstes Enigrheh eine besondere Rolle spielt
(Kikuchi & Yoshida 1983, Mainest al. 1988).

2.7.1 Formen der Hamoxygenase

Es wurden bisher drei verschiedene Formen der Hggemase beschrieben: die induzierbare
Form HO-1 und die zwei konstitutiven Formen HQiad HO-3.

Das Gen fur HO-1 (Shibahaet al. 1987) und das Gen fir HO-2 (McCoubrey & Maines,
1994, McCoubret al. 1995) befinden sich auf unterschiedlichen Chromusg haben aber
beide eine ahnliche Struktur (5 Exons und 4 Infyodas HO-2 Gen ist durch ein sehr langes
Intron 1 aber fast doppelt so grol3 wie das HO-1.@sa Promotorregionen beider Gene
weisen dagegen grossere Unterschiede auf. Die Roomgion des HO-1 Gens besitzt
mehrere regulatorisch wirksame Domanen (Lavrowsksl. 1994), im Gegensatz zum HO-2
Gen, welches nur wéhrend der Entwicklung bedeutsaghgcocorticoid response-element
(GRE) aufweist.

Bei HO-1 handelt es sich hauptsachlich um ein Enayaiches auf Stress reagiert und durch
eine Vielzahl von Stress-Faktoren, wie oxidativeress, inflammatorische Zytokine, Hitze,
Schock, Schwermetalle und ultraviolette Strahlualdiviert werden kann (Terrgt al. 1999,
Keyseet al. 1989, Applegatet al. 1991, Maine®t al. 1993). HO-2 wurde hingegen als nicht
induzierbar eingestuft (Montellano 2000), es konji#och gezeigt werden, dass HO-2 in
bestimmten Geweben, wie der Dezidua und der Plazémiuzierbar ist (Lindquiset al.
1988, Zenclusseet al. 2002)

Uber HO-3 ist noch wenig bekannt. Man vermutetsdas eine regulatorische Funktion in

Ham-abhéangigen zellularen Prozessen haben konr€d¢lvbreyet. al. 1997).

2.7.2 Funktion der Hamoxygenase

Bei dem Abbau des Hams kommt es durch die BindwrgHdimoxygenase an das Ham zu
einer Abspaltung des zentralen Eisenatoms und &paltung der Methinbriicke unter CO-

Freisetzung. AnschlieRend werden zwei Sauerstoffatowischen den Pyrrolringen A und B
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des Tetrapyrrolringes eingebaut. Das entstandehieeiiin wird anschlielend durch die
Biliverdinreduktase, ein zytosolisches Enzym, weite Bilirubin reduziert und nach der
Konjugation mit verschiedenen Zuckern Uber die &allusgeschieden (Maines 1992).
Bilirubin wird als antioxidative Substanz einer Bem physiologischen Bedeutung
zugeschrieben (Stocket al. 1987). Die Freisetzung von Kohlenstoffmonooxid {&0heint
besonders bei der Entspannung von verschiedenengeBiten bei der Zell-Zell
Kommunikation und bei der Akzeptanz von Transplamaeine grof3e Rolle zu spielen
(Marks 1991, Satet al. 2001, Vedernikowet al. 1989). Zu groRe Mengen an CO wirken
hingegen toxisch, da CO im Vergleich zy €ne grol3ere Affinitdt zu Ham besitzt und es
somit zu einer CO-Vergiftung kommen konnte.

Geringe Mengen an HO sind fir das Gewebe schéadliahes zu einer Ansammlung von
gro3en Mengen freien Hams kommt (Mantovanial. 1997), welches in der Lage ist, das
Gewebe zu schadigen. Ungebundenes Hanpest se giftig und kann aufgrund seiner
hydrophobischen Komponenten sehr einfach durchméslibranen gelangen (Bal&t al.
2003). Freies Ham ist aber auch in der Lage, iktidee Integritat von Endothelzellen zu
beeinflussen, da es oxidative Veranderungen despkgpein LDL (low-density lipoprotein)
vermitteln kann (Balla &t al. 2000, Ballaet al. G 1991). Somit kann das ungebundene Ham
zu Gewebsentziindungen und -schaden fihren (Badh1991, 1993, 2003).

2.7.3 Die Rolle von HO bei Transplantaten

Erstmals wurde die schitzende Funktion von HO-1dém Transplantationsimmunologie
beschrieben (Soares al. 1998, Tulliuset al. 2002). Soares und Mitarbeiter (1998) zeigten,
dass Herztransplantate, die aus einer HOMaus stammten, in immunsuppremierten
Mé&usen im Vergleich zu einem Spenderherz aus HOMzausen relativ schnell abgestoRen
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass ein einzigesnflammatorisch wirkendes Gen (HO-
1), welches in Endothelzellen der Herztransplantabgrimiert wurde, in der Lage war, das
Transplantat vor einer Abstof3ung zu schiitzen.

Eine Behandlung mit Cobalt-protoporphyrin (Co-PRyelches als HO-1 Induzierer
beschrieben wurde, fihrte bei Lebertransplantatione einer verlangerten Akzeptanz des
Transplantates und verhinderte eine frihe Ischg§Keto et al. 2001, Redaellet al. 2002).
Tullius und Mitarbeiter (2002) zeigten, dass eireh@&dlung mit Co-PP zu einer erhdhten
Expression der HO-1 in den transplantierten Madsént. Die erhéhten Mengen an HO-1

ermdglichten eine Verminderung der frihen inflanonathen Reaktion, welche
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normalerweise nach der Transplantation auftritt wethinderte somit die chronische
Abstol3ung der Transplantate. Eine Behandlung m#®Bnein Inhibitor der HO-1, flhrte zu
einer frihen AbstoRung von Lebertransplantatenwadin der Lage, den positiven Effekt,
den man durch die Behandlung mit Co-PP beobachtent&, zu negieren (Redaeti al.
2002).

Auch andere Studien zeigten, dass eine Uberexpres&in HO-1 die Organe bzw. das
Gewebe vor immunvermittelteten Schaden schutzt. ptetulierte, dass HO- 1 entweder die
oxidativen Schaden verhindert oder einen Einflusé die lokale Immunantwort von
inflammatorischen Zellen hat (Dorgt al. 2000, Otterbeiret al. 2003). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression voil B®einer verringerten Ischamie fuhrt
und die Lebenserwartung und Akzeptanz von Herz-Letgertransplantaten stark verlangert
(Woo et al. 1998, Soarest al. 1998, Hancoclet al. 1998, Cuturket al. 1999, DeBruynet al.
2000). Die Induktion von HO-1 verhinderte in diesBransplantaten die Entwicklung von
Arteriosklerose und man konnte beobachten, dassuekeiner vermehrten Bildung von
Adhasionsmolektlen in den Endothelzellen kam (Hakeo al. 1998).

2.7.4 Die Funktion von HO in Schwangerschaften

Die Tatsache, dass HO-1 bei der Akzeptanz von ptantaten eine grof3e Rolle spielt (siehe
2.7.3), in Verbindung mit der Hypothese, dass detu$ mit einem Allotransplantat
vergleichbar ist (siehe 2.3), liegt es nahe, das® Huch bei dem Verlauf von
Schwangerschaften eine @hnliche Rolle spielen lednnt

Studien mit HO-1/° Mausen zeigten, dass diese Mause von Geburt areklals HO-1'/*
Mause sind. Weiterhin ist die Lebenserwartung d€-H’/ verringert und ab der 25.
Lebenswoche wurden die Tiere meist sehr dinn. Destevén zeigte sich, dass es bei
weiblichen HO-17/ Méausen zu keiner erfolgreichen Schwangerschaft kgfoss and
Tonegawa 1997a,b), welches auf eine gewebeschi@&zeadktion von HO im Laufe der
Schwangerschaft hindeutet.

Acevedo und Mitarbeiter (1998) waren die erster, @ine Expression von HO-1 und HO-2
im humanen Uterus beschrieben. Sie konnten weiterbigen, dass die Expression von HO
im Myometrium schwangerer Frauen um das l16fach@herwar, im Vergleich zu
nichtschwangeren Frauen.

Im Verlauf der Schwangerschaft scheint die Expogsson HO-1 und HO-2 im Gewebe der
plazentalen Zotten zu schwanken. So wurde eindatdende, wenn auch schwache
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Expression von HO-1 wahrend der gesamten Schwarigdtsbeobachtet; HO-2 scheint
hingegen nur temporarer exprimiert zu werden (Lgatl 2000). So war die Expression von
HO-2 in Synzitiotrophoblasten zu Beginn der Schveaiaghaft signifikant hoher als am Ende
der Schwangerschaft. Die Autoren postulierten datt@ss zu Beginn der Schwangerschaft
groRere Mengen an CO bendtigt werden, um den Bagflvon den Spiralarterien in den
intravaskularen Raum zu etablieren. Ist jedoch Td@phoblasteninvasion am Anfang des
zweiten Trimesters beendet und damit die Transfoomaler Spiralarterien abgeschlossen,
wird weniger CO und damit weniger HO-2 ben6tigt.itdie Studien konnten die Expression
sowohl von HO-1 als auch von HO-2 in der humaneazétta bestatigen (McLeaat al
2000, Yoshikiet al.2000, Zenclusseet al. 2003).

Auch in anderen Spezies konnte gezeigt werden, H&4d und HO-2 in der Plazenta
exprimiert werden. In der Plazenta vom Meerschwenckonnte in Zellen von fetalen
BlutgefalRen, die sich in den chrominschen Zotteinen, eine Expression von HO-1 und
HO-2 nachgewiesen werden (Odrciethal. 1998). Odrcich beschrieb weiterhin, dass sich die
Aktivitat der HO im Laufe der Schwangerschaft vel@n und kurz vor der Geburt am
starksten ist. lhara und Mitarbeiter (1998) untelgen die mRNA und Proteinmengen von
HO-1 und HO-2 der Plazenta im Vergleich zu andegdeganen der Ratte und konnten so
zeigen, dass die mRNA Menge von HO-1 in der Plazédfach hoher war als in der Leber.
Die Mengen der HO-1 waren auch im Vergleich zu ldéz, dem Organ mit der hochsten
Menge an HO-1 in erwachsenen Ratten, stark erNdeiterhin konnte gezeigt werden, dass
die Expression von HO-1 und HO-2 ausschlie3lickdém Trophoblasten erfolgte. Da die
Trophoblasten fur den Austausch von miutterlichea finalen Komponenten verantwortlich
sind, scheinen diese auch fur den Ham-Metabolismder Plazenta verantwortlich zu sein.
Ahnlich wie Lyall beobachteten lhara und Mitarbei{@998), dass die mMRNA Mengen an
HO-1 und HO-2 im Laufe der Schwangerschaft abnehrimeMausen konnten ebenfalls im
plazentalen Gewebe als auch in dezidualen Gewebd H@ HO-2 nachgewiesen werden
(Zenclusseret al.2002).

Eine der ersten Gruppen, die zwischen der Expnessison HO und
Schwangerschaftskomplikationen, genauer Praeklanpesen Zusammenhang postulierte,
war Ahmed und Mitarbeiter (2000). Sie beobachtetiass bei Frauen mit Praeklampsie die
Expression von HO-1 im Vergleich zu Frauen mit eim@rmalen Schwangerschaft, welche in
der gleichen Schwangerschaftswoche waren, signifikeduziert war. Eine verringerte
Expression von HO-2 konnte sowohl in Frauen mieRli@mpsie als auch in Frauen mit einer

fetalen Wachstumsstérung beobachtet werden, wemnsieamit normalschwangeren Frauen
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der gleichen Schwangerschaftswoche verglich (Barberal. 2001). Eine reduzierte
Expression von HO konnte in Trophoblasten von Fmaboeobachtet werden, die Feten mit
einer intrauterinen Wachstumsstorung aufwiesen @Mard Yu 2002). Die Ergebnisse von
Zenclussen und Mitarbeiter (2003) belegten, dassamen mit spontanen Aborten die HO-2
Expression in invasiven Trophoblasten, Endothedrelund Syncytiotrophoblasten, im
Vergleich zu den normal-schwangeren Frauen, stdkziert war. Ahnliche Beobachtungen
machten die Autoren auch an Patientinnen mit Pafgbsie. Auch hier war die HO-2
Expression in invasiven Trophoblasten und Synagtoblasten im Vergleich zu normal-
schwangeren Frauen verringert. In Mausen, welch&@am5 der Schwangerschaft Stress in
Form einer 24 Stunden langen Beschallung mit Uttradgerauschen ausgesetzt wurden, wie
in Mausen mit einem IL-12 induzierten Abort, kormteerringerte mRNA Level von HO-1
als auch von HO-2 in plazentalem und dezidualem @bew im Vergleich mit der
Kontrollgruppe CBA/J x DBA/2J, beobachtet werderr{Zlusseret al. 2002). Studien, wie
sich HO bei den Mausmodellen fur den spontanentAbal der Praeklampsie verhalt, waren
zu Beginn dieser Doktorarbeit nicht bekannt. Dietdda tber HO in Laufe der
Schwangerschaft lassen den Schluss zu, dass dim ldér Schwangerschaft eine genauso
grof3e Rolle wie bei Transplantationen spielt unssdiie Mechanismen, die die HO zu einem

schitzenden Molekil macht, in der Schwangerscaftder Transplantation &hnlich sind.

2.8 Schwangerschaftsimmunologie

Die T-Zellen stellen einen wichtigen Schalt- undni¢ollpunkt im Immunsystem dar. Nur mit
einem normalen T-Zell-Muster hat der Korper einfizefnte Immunabwehr, da gerade diese
Zellen daruber entscheiden, wann eine Abwehrreaktiotwendig ist und wann nicht
(Hollander 2006). Die T-Zellen sind daher fir dietérscheidung zwischen Selbst und Nicht-
Selbst verantwortlich, was fir die Verhinderung vamoimmunerkrankungen essentiell ist
(Hollander 2006). Bei einer Schwangerschaft beggdoch der Fetus zur Halfte vaterliche
Antigene und musste somit vom Immunsystem als Neatbst erkannt werden, jedoch wird
der Fetus vom miitterlichen Immunsystem nicht ariffegr Das Immunsystem spielt somit

im Laufe der Schwangerschaft eine besondere Rolle.
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2.8.1 Die Rolle der T-Zellen in der Immunantwort

Die T-Zellen, die MHC-II erkennen, werden spatefTztlelfer-Zellen (Th-Zellen) und tragen
CD4, wohingegen die MHC-I erkennenden Lymphozytem €D8 exprimierenden
zytotoxischen T-Zellen werden (Janeway 2001).

Nach der Reifung im Thymus gelangen die Th-Zellberiden Blutkreislauf in den Korper,
wo sie zwischen den verschiedenen Organen hin ued vandern, bis sie Uber
Antigenkontakt aktiviert werden und ihre Funktioriiden (Alberts 2005). Treffen die T-
Zellen in der Peripherie auf ihr Antigen, so gels@ in ein Aktivierungsstadium Uber.
Kommt es dann zum Eintritt in das Effektorstadiigm,organisieren die CD4+-T-Zellen die
Abwehr gegen das entsprechende Antigen. Die Tredelhteragieren mit Hilfe von
Zytokinen und durch direkten Kontakt von Oberflaum®lekilen mit anderen Zellen.
Anhand des Zytokinmusters lassen sich die Th-Zelienverschiedene Untergruppen
unterteilen, die sich auch spezifischen Aufgabesrdnen lassen.

Unter ThO-Zellen versteht man frisch aktivierte ZéHen, die noch in der Lage sind, sowohl
Thl als auch Th2 spezifische Zytokine zu bilden.nMammt an, dass sie nur ein
Durchgangsstadium in die eine oder andere Richtlangtellen. Wahrscheinlich kénnen sie
aber auch bei der Abwehr von Pathogenen eigenggidinktionen wahrnehmen.

Die Thl-Zellen sind durch die proinflammatorischéytokine IFNg,IL-2 TNF- und -
gekennzeichnet (Mosmann und Coffman 1989). Die Hanktion der Thl-Zellen ist die
zellvermittelte Bekd&mpfung von intrazellularen Raénen, wie Viren, Parasiten und
Bakterien.

Werden die T-Zellen allerdings zu Th2-Zellen pdamit, so liegt dem meist das Interleukin
IL-4 zugrunde, dass, wenn es in ausreichender Mbagder Antigenprasentation vorhanden
ist, die T-Zelle zur Produktion von IL-4, IL-5, 16-und IL-10 anregt (Mosmann und Coffman
1989). Diese Zytokine haben eine Thl-abortive Witku und somit einen
antiinflammatorischen Effekt. Th2-Zellen haben ewiehtige Rolle auf der humoralen Seite
der Immunantwort. Aul3erdem koénnen sie Mastzellerd wosinophile Granulozyten
aktivieren und spielen somit bei der Bekampfung PRamasiten eine grof3e Rolle. Die Th2-
Zellen spielen ebenfalls bei der Ausbildung allecher Reaktionen eine wichtige Rolle.

Die letzte Th-Zellpopulation wurde erst recht spéschrieben (Cheet al. 1994b). Die Th3-
Zellen zeichnen sich besonders durch die ProdukibonTGF- aus.

Fur eine effektive Immunantwort muss ein ausgewegeverhéltnis der verschiedenen Th-

Zellpopulationen vorliegen. Dieses Verhéltnis wirdinter anderem durch die
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Zytokineproduktion der jeweiligen T-Zellen beeirdti, somit sind die Thl- und Th2-Zellen
in der Lage, sich gegenseitig zu beeinflussen zevhemmen.

2.8.2 Das Th1/Th2/Th3 Paradigma in der Schwangersaft und seine Widerspriiche

Eine erfolgreiche Schwangerschaft wird mit einerefpipoduktion von Th2-Zytokine
assoziiert (Liret al. 1993, Chaouatt al. 1995, Piccinnet al. 1998). Bei schwangeren Frauen
konnte nachgewiesen werden, dass deziduale *CDZellen signifikant mehr Typ-2-
Zytokine IL-4, IL-10 aufwiesen, als bei Frauen raibem habituellen Abort (Piccinmit al.
1998). Im Laufe der murinen Schwangerschaft wuraderder feto -maternalen Grenze die
Typ-2 -Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 als dominierdmachgewiesen (Liat al1993). In dem
Mausmodell fir spontanen Abort konnten Chaouat Mitdrbeiter (1995) zeigen, dass die
Behandlung mit rekombinantem IL-10 oder anti-IFMte Abortrate reduziert.

Bei Schwangerschaftskomplikationen im Menschen vmder Maus hingegen wurde ein
immunologisches Ungleichgewicht der Thl/Th2 Zytekizugunsten der Thl-Zytokine
beschrieben (Linet al. 1993, Clarket al. 1999, Raghuphatyet al. 1997, 1999). Die
proinflammatorischen Typ-1 Zytokine wurden daher t mi verschiedenen
Schwangerschaftskomplikationen wie spontaner Almoiér Préeklampsie in Verbindung
gebracht.

Bei Frauen mit habituellen Aborten konnte ein Thigléichgewicht beobachtet werden
(Raghuphatyet al. 1997, 2000, Saitet al. 2000). Haimovici und Mitarbeiter (1991) zeigten,
dass in Anwesenheit von Typ-1 Zytokinen, wie TNF-oder IFN-, es zu
Wachstumsstoérungen von Trophoblastenzellen kardeitn Mausmodell fur einen spontanen
Abort konnte eine Uberexpression von IL-6 an dey-featernalen Grenze beobachtet werden
(Zenclusseret al.2003).

In Frauen mit Praeklampsie wurden im Zuge einegeByischen Auftretens von aktivierten
matterlichen Entzindungszellen erhbhte Mengen violrAytokinen, hauptsachlich TNé&:-
beobachtet (Oiapt al. 1985, Greeet al. 1989, Stark 1993, Sacks al. 1997, Darmochwal-
Kolarz et al. 1999, Saiteet al. 1999).

Das Typ 3-Zytokin TGF- scheint ebenfalls eine wichtige Rolle im Verlaugerd
Schwangerschaft zu spielen (Gorivodsiyal. 1999). Gorivodsky und Mitarbeiter (1999)
zeigten, dass im Mausmodell fir den spontanen AdiertMenge von TGF2-mRNA im
Vergleich zu den normal-schwangeren Kontrolltievem die Halfte reduziert war. Weiterhin

scheint TGF- besonders fiir das Uberleben des Embryos wichtigeiry da es in TGF-R KO-

-23-



Andre Sollwedel Einleitung

Mausen bereits um den Tag 15,5 der Schwangerszbaéiner sehr hohen embryonalen
Letalitat kommt (Dunker und Krieglstein 2002).

In den letzten Jahren zeigten jedoch verschiedeSstelien, dass dieses Th1l/Th2/Th3
Paradigma nicht als eine Ubergeordnete LOsung fite erfolgreiche Schwangerschaft
herangezogen werden kann und den oben zitierteenDatm Teil widersprechen (Svenson
et al. 2001, Bategt al. 2002, Chaouat al. 2002, Zenclussegt al. 2002b)

In Mausen, die nicht in der Lage waren IL-10 unedlizu exprimieren, kam es dennoch zu
normalen Schwangerschaften. Somit ist die Th2 gt Produktion von IL-4 und von IL-
10 nicht ausschlaggebend fir eine erfolgreiche @algerschaft (Svensaat al. 2001). IL-10

ist zwar nicht essentiell fr eine erfolgreiche Bahgerschaft, jedoch konnten White und
Mitarbeiter (2004) zeigen, dass IL-10 ein wichtiyg¢achstumsfaktor sowohl der Embryonen
als auch postpartal ist. Im Vergleich zu normalehv&angerschaften wurden bei habituellen
Aborten erhéhte Mengen von Typ-2 —Zytokin gemegBearteset al. 2002).

Fallon und Mitarbeiter (2002) zeigten, dass es @+Mausen, bei denen die vier Gene IL-4,
IL-5, IL-9, und IL-13 deaktiviert wurden, zu norneal Schwangerschaften kommt. Es konnte
somit gezeigt werden, dass diese Th2-Zytokine rficthtlas Uberleben der Feten notwendig
sind.

Bei Frauen mit einem spontanen Abort wurden in dleglen und peripheren Blutzellen
verringerte Mengen an IL-12 im Vergleich zu normmehwangeren Frauen gemessen,
welches fur die Induktion von Thl-Zellen verantvioh ist (Zenclusseret al. 2002b). Bei
Frauen mit habituellen Aborten konnte man im Vagyileu normal-schwangeren Frauen eine
verminderte IFN--Produktion beobachten (Batesal. 2002). Ostojic und Mitarbeiter (2003)
zeigten, dass in dem Mausmodell fur den spontarntAlie Menge von IL-18 im Vergleich
mit den normal-schwangeren Kontrolimausen signifikaeduziert war.

Im Gegensatz zu dem starren Th1/Th2/Th3 Paradigin@irg die Th1l/Th2 Balance sich im
Laufe der Schwangerschaft zu verandern. So kortitert und Mitarbeiter (1990) und Croy
und Mitarbeiter (1991) zeigen, dass bestimmte Zpmkwie IFN- und TNF-, welche nach
dem Th1/Th2/Th3 Paradigma als schwangerschaftsgmnitieingestuft waren, besonders im
Laufe der Implantation eine wichtige Rolle spieldds konnte auch bereits vor der
eigentlichen Implantation zwischen dem 1. und 3y @lar murinen Schwangerschatft erhéhte
MRNA Mengen von TNF-und IL-1 im Uterus beobachtet werden (McMastal. 1992,
Sanfordet al. 1992).
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2.8.3 HO-1 und dessen Interaktion mit dem Immunsysm

Eine Vielzahl von Studien konnte zeigen, dass Zwéscder Expression von HO-1 und
verschiedenen Komponenten des Immunsystems, wigmpe®e Zytokine, eine starke
Interaktion besteht. Otterbein und Mitarbeiter (@0Beschrieb, dass erhohte Mengen an CO
die Expression von LPS-induzierten pro-inflammatchien Zytokinen inhibierte. Weiterhin
konnten die Autoren erhdhte Mengen von IL-10 in kéghkhagen beobachten. Lee und Chau
zeigten weiterhin, dass es zwischen HO-1 und Ileib@ Interaktion gibt und dass IL-10 ein
starker Forderer der HO-1 Expression in Makrophage(R002). Bei Herztransplantationen
konnte man ebenfalls bei erh6hten Mengen an HOagéneAnstieg an IL-10 beobachten
(Yamashiteet al. 2006).

Dass erhthte Mengen an HO-1 auch einen Einflus3laliiZytokine haben, konnte ebenfalls
von verschiedenen Autoren gezeigt werden. So zeigteo und Mitarbeiter (2000), dass es
bei einer erh6hten Produktion von HO-1 durch Behargl von Co-PP zu verminderten
Produktionen von IFN-in einem Mausmodell fur graft-versus-host-disgq@&¢HD) kommt.

Bei Nierentransplantationen in der Ratte konntehidauund Mitarbeiter (2002) nachweisen,
dass es nach einer erhéhten Expression von HORL mic zu verringerten Mengen an TNF-
und IFN- mRNA in dem Transplantat kommt, sondern auch marererringerten Infiltration
von Monozyten, Makrophagen und CD8+-Zellen in deen$plantat.

Bei Lebertransplantaten konnte man ebenso eineanZmenhang zwischen der Menge von
HO-1 und dem Zytokineprofil im Transplantat fesliste Bei hohen Mengen an HO-1 konnte
man eine Dominanz der Th2 Zytokinen IL-4 und ILd€bbachten; bei verringerten Mengen
von HO-1 wurden hauptséchlich die Thl assoziiedgiokine IFN- und Il-2 beschrieben
(Ke et al.2001).

Weiterhin kam es bei erhéhten Mengen von HO-1 xneresignifikanten Erhéhung von
Foxp3, TGF- und CTLA4, was auf eine Rolle von CDED25 regulatorischen T-Zellen
(Tregs) hindeutet (Yamashiéd al. 2006).

Bei Schwangerschaften scheint es einen adhnlicheardmenhang zwischen der Expression
von HO-1 und dem Zytokinprofil zu geben. So konnEamclussen und Mitarbeiter (2002)
zeigen, dass es bei einem Thl-induzierten Schwsclygitsabbruch zu einer Verminderung
der HO-1 und HO-2 Konzentrationen kommt. Sie pastidn, dass es durch erh6hte Mengen
an Th-1-Zytokinen zu verringerten Mengen von HOTrmophoblasten und Endothelzellen
kommt, was zu erhéhten Mengen von freiem Ham fitetches toxisch ist und weitere Thl-

Zytokine in das Gewebe lockt.
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2.9 Stickstoffoxid-Synthase

2.9.1 Funktion von Stickstoffoxid und Stickstoffoxd-Synthase im Rahmen der
Schwangerschaft

Stickstoffoxid (NO) ist ein hoch reaktives und Ketages Radikal (Halbwertszeit: 10-12sec),
was bei einer Vielzahl von biologischen Funktionevie Erweiterung der Blutgefalde,
Neurotransmissionen oder auch bei Immunreaktioeéme grof3e Rolle spielt (Berdeaux
1993). Weiterhin scheint NO eine wichtige regulsidte Rolle in verschiedenen
Reproduktionsprozessen des weiblichen Kdrpers,beieder Ovulation, Implantation, beim
Schwangerschaftsverlauf, den Wehen und der Gehwriibernehmen (Sladek al. 1997,

Chwalisz und Garfield 2000). Bei der Préaeklampgeels NO eine grol3e Rolle bei der
Erweiterung der BlutgefalRe, da die Freisetzung M@nhdie Konzentration von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) erh6ht, was wiederurfiuss auf die Proteinkinase G hat.

Durch die Erweiterung der Blutgefaf3e nimmt NO eideekten Einfluss auf den Blutdruck

Arginine
NADP+ 5 02

Citrulline
NO (or NO)

Abbildung 4: Umwandlungsprozess von L-Arginin irClitrullin (Aldertonet al.2001)

NO hat zusatzlich einen inhibitorischen Effekt a@ndothelin. Endothelin  wirkt
gefallverengend und kann daher zu erh6htem Blutdiiiftlen (Napoletanet al. 2000).
Stickstoffoxid entsteht durch den Abbau von L-Aigirdurch die Stickstoffoxidsynthase
(NOS). Dieses Enzym wandelt unter Verbrauch vore&off und NADPH L-Arginin in L-
Citrullin um. Als Nebenprodukt dieses Prozessesteht NO (siehe Abb. 4).
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Drei Isoformen von NOS wurden bisher identifizievglche beim Menschen eine Homologie
51+57% aufweisen. Es handelt sich um Produkte verschiedenen Genen, welche auf
unterschiedlichen Chromosomen sitzen und die Uthexde in der Regulation, katalytischen
Eigenschaften und Sensibilitat auf Inhibitoren aeiggn. Die erste Isoform, welche in
neuralem Gewebe identifiziert wurde, ist nNOS (aalezh NOS-1). INOS (oder auch NOS-2)
ist im Gegensatz zu den anderen Isoformen untegranddurch inflammatorische Zytokine
wie IFN- , induzierbar und kommt hauptséchlich in Zellen temunsystems vor (Griffith
und Stuehr 1995; Snydeet al. 1995), wurde aber auch in der humanen Plazenta
nachgewiesen (Myaét al. 1997).

Die letzte Form ist eNOS (oder auch NOS-3), weletstmalig in vaskularen Endothelzellen
beschrieben wurde, wird aber auch ahnlich, wie iIN@&ndothelzellen und Trophoblasten
der humanen Plazenta exprimiert (Myattial. 1997). Im Gegensatz zu iNOS benétigen eNOS
und NnNOS Calcium zur Aktivierung (Griffith und Stuel995; Snydeet al. 1995).

2.9.2 Funktion von NOS wahrend der Schwangerschaft

Wie bereits erwahnt, spielt NO in verschiedenen rBdyktionsprozessen des weiblichen
Kdrpers eine wichtige Rolle. Beispiele hierfir simie Ovulation, Implantation, beim
Schwangerschaftsverlauf, den Wehen und der Gebigtgenaue Rolle von NO im Laufe
der Schwangerschaft scheint jedoch Speziesabhangsgin und bleibt beim Menschen bei
der normalen Schwangerschaft wie auch bei der Rudgisie umstritten (Sladek al. 1997).

In der humanen Plazenta werden sowohl iINOS als aN®S in Endothelzellen und
Trophoblasten exprimiert, wobei im plazentalen Ehdtium der Frau eNOS fur den Grol3teil
des gebildeten NO verantwortlich ist (Myadt al. 1997). Nasiell und Mitarbeitef1998)
beschrieb, dass die Expression von eNOS in deref@z von Frauen mit Praeklampsie im
Vergleich zu normal-schwangeren Frauen reduziert is

Innerhalb des Plazentabettes konnte man bei Fatent mit Praeklampsie verringerte
Mengen an INOS und eNOS beobachten. Man postuldater, dass die verringerte NO
Produktion, welche durch die verringerte Expressimm NOS ausgeldst wird, mit dem
erhohten Blutfluss innerhalb des Uterus und deed?ita zusammenhangt (Beindsr al.
1999). Nelson und Mitarbeit¢2000) demonstrierten, dass eine erfolgreiche Sobemschaft
mit erhéhten Mengen an eNOS in humanen ArterienUtesus in Verbindung steht. Die
Cd*-abhangige NOS Aktivitat war in Arterien des Utensn schwangeren Frauen 8-mal

hoher als in Arterien von nicht-schwangeren Frauen.
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Die Aktivitat von NOS wurde in Trophoblasten altinei Trimester untersucht und es zeigte
sich, dass die Aktivitat von NOS, ahnlich wie diktikitat von HO (Lyallet al. 2000), in den
Trophoblasten im ersten Trimester der Schwangeftsaha hochsten war und im Laufe der
Schwangerschaft abnimmt (Ramsyal. 1996), wodurch man eine Interaktion zwischen HO-
1 und NOS vermuten kann. Ein weiterer Faktor, derloteraktion zwischen HO und NOS
vermuten lasst, ist die Tatsache, dass fur denauflon allen drei Formen von NOS Ham

bendtigt wird, welcher von der HO jedoch abgebaiut.w
2.9.3 Interaktion zwischen HO-1 und NOS
In verschiedenen Systemen wurde eine regulatoridnteraktion zwischen den beiden

Molekilen HO-1 und iNOS postuliert (Abb. 5) (Maing397, Datteet al. 2002). NOS ist ein
Hamprotein, somit ist die Produktion von NOS von Alktivitat von HO-1 abhéngig.

Bei zu hohen Mengen an HO-1 wird

es zu einem vermehrten Abbau vc Ay s
Ham kommen, was wiederum di Hm:”jbdig)*“

Bildung von NOS verhindern wiirde bb& ¥
da dieses das H&am-Moleklle zL " Hamem,au<
Synthese  benotigt (White  unc

Marletta 1992, McMillaret al. 1992, Ondater Sess
Wanget al. 1994). Beim Abbau von |
Ham durch HO kommt es zur Bildung

von CO. Dieses CO ist in der Lag

sich an bereits vorhandenes NO
anzulagern und dieses damit z
inaktivieren (White und Marletta

1992, McMillan et. al. 1992).

Fir den Abbau vom Ham durch HC

wie auch fir die Bildung von NO

durch NOS, wird NADPH benﬁtigt.Abbildung 5: Schematische Darstellung einer mogiichnteraktion zwischen

Hamoxygenase und dem Stickstoff Oxid Synthase Bygmodifiziert nach
Die Konzentration von HO ist jedoch maines 1997)

in den Zellen sehr viel hdher als die von NOS, wodwas NAPDH eher fur den Abbau vom
Ham durch HO verbraucht wird (Mainesal. 1993).
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2.10 Apoptose

Die Apoptose d@riechisch fur ,fallende Blatter*)ist ein programmierter Zelltod, der durch die
Zelle aktiv reguliert wird und daher genetisch latlist. Charakteristisch fur die Apoptose ist
der Verlust von Zellverbindungen und Mikrovilli; de@mmt zur Chromatinkondensation,
DNA-Fragmentierung, cytoplasmatischen Kontraktionndu dichter Packung von
Mitochondrien und Ribosomen (Janeway 2001). Die pApse ist fur eine ordnungsgemale
Embryogenese und Metamorphose, Gewebehomdostasdieimbrmale Funktionalitat des
Immunsystems notwendig (Grimm 2003).

Zu Beginn der Apoptose kommt es durch die Bindueg leas-Ligand (FasL) zur Bildung des
Fas-Trimeres (Abb. 6). Die Fast-gand

Todesdomanen,  welche an  de w;r

cytoplasmatischen Schwanzen von F

hangen, kommen sich durch die Bildun

Adaptor
Caspase- 3

des Trimeres néher, was dazu fuhrt, de
sich die verschiedenen Adaptorprotein / \\—’ .
unter anderem das Protein FADD, an d

Todesdomanen anlagern. FADD gel /

dann uber eine zweite Todesdomail

Wechselwirkungen mit  spezifischel  apoptosom @

Mitochondrium

Proteasen ein.

Diese Proteasen, welche man a gredrom

Caspasen bezeichnepielen im weiterer

Verlauf der ApOptOSG eine Abbildung 6: Ablauf und Komponenten der Apoptoseirf@n 2003)
wichtige Rolle. An das Protein FADD angelagerte f2a&-8-Molekule sind in der Lage, sich
durch die Abspaltung einer aktiven Caspasendoméltests aber auch andere Caspasen zu
aktivieren (Janeway 2001). Eine weitere Moglichlzeit Aktivierung der Caspasen stellt das
Cytocrom c dar. Zu Beginn der Apoptose kommt esprateolytischen Spaltung des Proteins
Bid, welches zu der Bcl-2-Protein-Familie gehoreigartner 2000). Es wurden verschiedene
Proteine entdeckt, welche strukturell &hnlich siadd daher als Bcl2-Protein-Familie
zusammengefasst werden (Grassall999). In dieser Familie findet man sowohl pro-
apoptotische (Bax, Bcl-xs, Bad u.a.) als auch aptiptotische Proteine (Bcl2, Bcl-xI, Bag-1,
u.a.) (Grosset al 1999). Es folgt die Freisetzung von Cytochromus den Mitochondrien.

Die Freisetzung apoptose-assoziierter Molekile, @yochrom ¢ und die mitochondriale
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Integritat wird im Wesentlichen durch die Bcl2-Ryioe-Familie kontrolliert. Die
Mechanismen, die zu einer Freisetzung von Cytocltamd anderen Molekilen ins Cytosol
fuhrt, sind noch nicht genau geklart. Es gibt abenschiedene Modelle (Grogs al1999;
Hengartner 2000) dafur, wie die Bcl-2 Molekile ddrainfluss nehmen. Vier dieser Modelle
seien hier genannt. 1. Bcl-2-Proteine bilden Kanéle der &uferen Membran der
Mitochondrien aus. 2. Die Bcl-2 Proteine interagier mit anderen Proteinen der
mitochondrialen Membran und induzieren die Bildwan Membrankanalen. 3. Die Bcl-2
Proteine induzieren einen Zusammenbruch des mitmbfaden Membranpotentials, so dass
die mitochondrialen Proteine ins Cytosol diffundierkénnen. 4. Die mitochondrialen
Membrankanéle werden von Bcl-2 Proteinen regufférosset al1999; Hengartner 2000).

Im Zytosol reagiert das Cytochrom ¢ dann mit dewiétn Apaf-1 und bildet mit diesem das
Apoptosom, welches fiir die Induktion von Caspaseramtwortlich ist (Janeway 2001). Als
Folge einer Caspasenkaskade kommt es zur Aktivijeder caspasenaktivierbaren DNase
(CAD). CAD dringt anschlieRend in die Zellkerne eind spaltet die dort vorliegende DNA
in 200 Basenpaar-grof3e-Fragmente und beendet siemitAblauf der Apoptose (Janeway
2001).

2.10.1 Apoptose im Laufe der Schwangerschaft

Apoptose findet in allen Trimenon der Schwangericéhaler Plazenta statt (Kiret al1995).
Verschiedene Studien zeigen, dass die Apoptose veictgige Rolle bei der Entwicklung,
Neuordnung und Alterung der Plazenta spielt (Srithl. 1997, Axtet al. 1999, Charet al
1999, Huppertzt al. 2000, Levyet al. 2000). Die Haufigkeit des Auftretens der Apoptose
variiert stark im Verlauf der Schwangerschaft. thrilohepunkt erreicht sie im dritten
Trimester. Zu dem Zeitpunkt weisen 0,07 bis 0,2586 dyto- und Synzytiotrophoblasten
Zeichen fur Apoptose auf (Kirat al. 1995, Reeckt al. 1994). Es muss bemerkt werden, dass
Uber 50% der apoptotischen Zellen in der Plazentgphioblastzellen sind und nur 5%
Endothelzellen. Bei der Differenzierung und der cgghialen Fusion von humanen
Trophoblasten konnte gezeigt werden, dass die Bgynme von Caspase-8 als ein wichtiger
Aktivator der Effektorcaspasen-3, -6 und -7 notwgrigt (Blacket al. 2004). Im Laufe der
Schwangerschaft konnte eine Expression von Bcl-Zyito- und Synzytiotrophoblastzellen
nachgewiesen werden (Kiet al. 1995).

Apoptose spielt auch bei der Embryogenese einetigeiRolle und es konnte gezeigt

werden, dass Missbildungen und der Tod des Embiyosder Gebarmutter durch
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Abweichungen des normalen Ablaufs der Apoptose eldsgwerden kdonnen (Brikt al.
1999, Torryet al. 2003).

2.10.2 Der Einfluss von HO-1 auf die Apoptose

Die wichtigste Rolle der Hamoxygenase ist der Abkan freiem Ham. Es konnte gezeigt
werden, dass HO aber noch weitere wichtige biotbgisFunktionen besitzt. Es wurde
postuliert, dass HO gewebeschitzende, entzindumgstede und anti-apoptotische
Funktionen aufweist und somit den programmiertelitateblockiert.
In  verschiedenen  Tiermodellen for  Entzindungsreakth,  Hypoxie  und
Organtransplantationen konnte gezeigt werden, dasgu einer Hemmung der Apoptose
kommen kann, wenn die HO-1 Expression erhoht istnkvdie HO-1 Aktivitat hingegen
blockiert wird, kommt es zu einem Anstieg der Apogatsrate in den Tieren (Hancoekal.
1998, Soarest al. 1998, Vulapalliet al. 2002).
Soares und Mitarbeiter (1998) zeigten, dass Entithen nach einer erhdhten Expression
von HO-1 vor einer TNF-induzierten Apoptose geschitzt waren. Ein Schatziner TNF-
induzierten Apoptose konnte auch dadurch erremdtden, in dem die Endothelzellen
extrazellularem Ham ausgesetzt wurden, was wiedawreiner Erhéhung von HO flhrte
(Brouardet al. 2000). Die Mechanismen, wodurch HO die Zellen Apoptose schutzt, sind
bisher noch nicht genau geklart, jedoch wurdencleesiene Modelle vorgeschlagen. Ferris
und Mitarbeiter (1999) postulierten, dass es inrdblasten von Embryonen zu einer
verringerten Apoptosesrate durch HO kommt, indeenMienge an zellularem Eisen, welches
als pro-oxidant fungiert, verringert wird. Brouaudd Mitarbeiter (2000/2002) zeigten, dass
CO, welches bei dem Abbau von Ham durch HO freigéseird, die Zellen durch die
Aktivierung von NF-B vor Apoptose schiitzen kann. Es konnte ebenfpizeigt werden,
dass CO die Freisetzung von Cytochrom c inhibied et al. 2002b). Studien, welche den
Einfluss von HO auf die Apoptoserate bei Mausmaxtell  fur
Schwangerschaftskomplikationen untersuchen, sictat biekannt.
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2.11 Ziel der Arbeit

Die immunologischen Mechanismen, die den normalenauf der Schwangerschaft trotz

Allogenizitat des Feten ermdglichen, wurden in tkaten Jahrzehnten intensiv untersucht.
Jedoch ist bis heute nicht genau geklart, wie @tud-eine AbstoRung durch die mutterliche
Immunantwort verhindert.

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werdes,di@ Hamoxygenase bei der Akzeptanz
von Transplantaten eine wichtige Rolle spielt uthal, der Fetus als natirlich vorkommendes
Allotransplantat angesehen werden kann, es natgt, ldass HO auch im Laufe der

Schwangerschaft eine Rolle spielen kdnnte. Diespothese konnte durch verschiedene
Studien bestatigt werden, in denen gezeigt werdennte, dass HO-1 im Laufe der

Schwangerschaft exprimiert wird und dass es bew&ngerschaftskomplikationen zu einer
veranderten Expression von HO-1 kommt. Die Mechmaarsg tber die HO Einfluss auf den

Schwangerschaftsverlauf nimmt und ob eine erhol@dssion HO-1 in der Lage ist, vor

einem Abort oder vor Praeklampsie zu schiitzemisster noch nicht geklart.

Die Ziele dieser Doktorarbeit waren:

1. Mit Hilfe des Mausmodells CBA/J x DBA/2J, welchas anerkanntes Modell fir den
spontanen Abort darstellt, die HO Expression bentkalmausen und Abortmausen
zu untersuchen, um mogliche Unterschiede in derdsgion zwischen den beiden
Gruppen zu analysieren.

2. Die Expression von HO in Mausen mit Praeklampsigiéhen Symptomen zu
untersuchen, da die bisherigen Humanstudien uleeFuainktion von HO im Laufe der
Praeklampsie kontrovers sind.

3. Zu Analysieren, ob man durch eine therapeutischeaBalung der Mause mit Hilfe
von Co-PP als HO-1 Induzierer und Zn-PP als HO-d HO®-2 Hemmer, sowohl im
Abortmodell als auch in dem Praeklampsiemodellclulie Veranderung der HO
Expression, einen direkten Einfluss auf den Schwesaaftsverlauf nehmen kann.

4. Maogliche Mechanismen zu analysieren, mit dereneHHO Einfluss auf den Verlauf
der Schwangerschaft nimmt und mit welchen Molekild® im Laufe der
Schwangerschaft interagiert, wobei besonders defluss von HO auf das NOS-
System, die Th1/Th2 Antwort und die Apoptose unteins werden sollte.
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3. Material
3.1 Chemikalien und Lésungen

Aceton (CH),CO)

Acrylamid 30% (29:1 Solution)
Agarose

Ampli-Tag DNA-Polymerase
Ammoniumpersulfat (APS)
Aqua ad injectabilia

Aquatex

Benzamidin

Bovine serum albumine (BSA)
3-3

J.T. Baker, Deventer, NL
Bio-Rad Laboratorigé&inchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Eurogentec, Berlin, D
Bio-Rad Laboratories, MiechD
Braun, Melsungen, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Steinheim, D
FLUKA Biochemika, Ste#im, D
FLUKA Biochemika, Steinheim, D

Cholamidopropyldimethylammonio-

1- propanesulfonate (CHAPS)
Cobalt- Prothoporphyrin

Desoxyribobukleotidtriphosphate

(ANTPs)
Di-Natriumhydrogenphosphat-
Heptahydrat

(NaHPO, x 7H,0)
1,4-Dithio-DL-Threitol (DDT)

E-Aminokapron-Saure

ECL™ Western Blotting Analysis

System (Kit)

EDTA, Ethylendiamintetraacetat

(EDTA)
Ethanol 100 Vol%

FCS, Fetal calf serum, Kalberserum

FicoLite-M

1 mM Fluorescein
Glycerin

Glycin

Hamalaun

Sigma, Steinheim, D

Promega, Mannheim, D

Merck, Darmstadt, D

FLUKA Biochemika, Steheim, D
Bachem Holding AG, Weil am Rhé&

Amersham Biosciences, Freiburg, D

Sigma, Taufkirchen, D

Herbeta — Arzneimittel, Berlin, D
Biochrom AGJiBeD
Linaris, Bettingen am Main, D
Fermentas, St.Leon-Rot, D
Sigma, Steinheim, D
Calbiochem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
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10x Hank’s Balance Salt Solution  Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, D

(HBSS)

4-2-Hydroxyethylpiperazine-1- FLUKA Biochemika, Steinheim, D
ethanesufonic acid (HEPES)

Isopropanol FLUKA Biochemika, Steinheim, D
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, D
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, D

(KH2POy)

Kaliumhydrogencarbonat (KHG  Merck, Darmstadt, D

Methanol Merck, Darmstadt, D
Ammoniumchlorid (NHCI) Merck, Darmstadt, D
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, D
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO Merck, Darmstadt, D
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, D

(NaH,PQy)

Natirumazid (NaM, Merck, Darmstadt, D
N,N,N’,N’-Tetra-methyl- Bio-Rad Laboratories, Minchen, D
ethylendiamin (TEMED)

Oligo-Desoxynukleotide Metabion, Martinsried, D

Oligo dThymidin-Nukleotide (odT’s) Amersham Bioswes, Freiburg, D

PBS, phosphate buffered saline DULBECCO’S, PAA latmmies GmbH, D
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Merck, Darmstabt
Phorbol-12,13-myristylacetat (PMA)  Sigma, Steinhein

Ponceau-Rot Sigma, Steinheim, D

RPMI 1640 Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, D

ProSiev&, Color Protein Markers Cambrex Bio Science Roadklar.,
Rockland, Maine, USA

Roti®-HistoKit Roth, Karlsruhe, D

Saponin Riedel-de Haen, Seelze, D

Skim Milk Powder (Milchpulver) FULKA Biochemika, 8inheim, D

Sodium-dodecyl-sulfate (SDS) Sigma, Steinheim, D

Tissue Freezing Mediufh Leica, Nussloch, D

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Merck, Darmstadt, D
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(Tris)

Triton X 100

Trizma® Hydrochlorid (Tris/HCI)
TRIzol®

Trypanblau

Tween 20

Wasserstoffperoxid ($D-)

Xylol

Zink-Prothoporphyrin 1X

3.2 Angesetzte Losungen

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbelésung

Caspase-3 Lysis-buffer

FACS-Puffer

FCS-RPMI-Medium

Sigma, Steinheim, D

Sigma, Steinheim, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Biochrom AG, Berlin, D
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, D
Merck, Darmstadt, D
J.T.Baker, Deventer, NL
Frontier-Scientific, Lancashire, UK

10% Essigsaure
20% Ethanol
0,1 % Coomassie R250

in Aqua dest.

10% Essigsaure
20% Ethanol

in Aqua dest.

200 mM HEPES pH 7,4
1% CHAPS

50 mM DTT

20 mM EDTA

ad 1L Aqua dest.

PBS + 1% BSA + 0,1% Naj\

RPMI 1640 + 10% FCS + Pen/Strep
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FACS Lysis-Puffer 1,5M NHCI
10 mM KHCQ,
100 mM EDTA
ad 1L Aqua dest.

PBS 136 mM NaCl
2,7 mM KCI
17,2 mM NaHPQO, x 7 HO
1,8 mM KHPO,
ad 1L Aqua dest.

2x Probenpuffer (Western Blot) 62,5 mM Tris HCI, pH8,8
8% b-Mercaptoethanol
3% SDS
20% Glycerin
0,02% Bromphenolblau

in Aqua dest.
Protein Lysis-Puffer 100 ml PBS + 0,1% Triton X 100 +
Proteinaseinhibitoren 2 ml Proteaseinhibitoren
Stammldésung A 1 ml Stammlésung A + 1 ml Stammlésung B
Stammlésung B 100 mM PMSF in Isopropanol

100 mM Benzamidin
100 mM E-Aminocapron-Saure
100 mM EDTA

in Aqua dest.

Saponinlésung PBS + 0,1% Saponin

Sammelgel (4%) Acrylamid
ddH,O
Tris-HCI pH 6,8
TEMED
SDS 10%
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5 x SDS-Laufpuffer Tris HCI
Glycin
SDS

in Aqua dest.

Transferpuffer

Trenngel (7%) 4,7 ml Acrylamid
10 ml ddHO
5 ml Tris-HCI pH 8,8
14ul TEMED
200ul SDS 10%

Trenngel (12%) Acrylamid
ddH,O
Tris-HCI pH 8,8
TEMED
SDS 10%

Tris buffered saline (TBS) fur IHC 74 mM Tris
43 mM Tris/HCI
150 mM NacCl
ad 1L Aqua dest. (pH 7,6)

Tris buffered saline (TBS) fur Western Blott74 mM Tris

150 mM NaCl
ad 1L Aqua dest. (pH 7,6)

3.3 Enzyme, Antikdrper und andere biologisch aktiveSubstanzen

AB Complex/ HRP-Kit Dako-Cytomation, Glostrup, DK
AEC-Substrate + Chromogen Dako-Cytomation, GlostRp
Avidin-Biotin-Blocking Kit Vector Laboratories, InBurlingame, CDN
Beta-actin-AK Abcam, Cambridgeshire, UK
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Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, Minchen, D

1,5 mg/ml biotinylated anti-rabbit ~ Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CDN
IlgG (H+L) Lot.: 00013145

Caspase-3 colorimetric assay Sigma, Steinheim, D

CD3-AK: purified anti-mouse CD3 BD Biosciences Rhargen, Heidelberg, D

CD4-AK: purified anti-mouse CD4 BD Biosciences Rhmgen, Heidelberg, D
Kat.Nr.: 557307

CD8-AK: purified anti-mouse CD8 BD BiosciencebaPmingen, Heidelberg, D
Kat.Nr.: 553034

CD25-AK: purified anti-mouse CD25BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, D
Kat.Nr.: 553866

DNAse (2u/ul) Stratagene, Amsterdam, N

IL-4 AK: PE-rat anti mouse IL-4 BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, D
Kat.Nr.: 554435

IL-10 AK: PE-rat anti mouse IL-10 BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, D
Kat.Nr.: 554467

IFN- AK: PE anti mouse IFN- BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, D
Kat.Nr.: 554412
lonomycin Sigma, Taufkirchen, D
in situ Cell Death Detection Kit, POD Roche, MannheinD
M-MLV RT 5x Reaktions Puffer Promega, Mannheim, D
M-MLV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim, D
(200u/pul)
Monensin Sigma, Taufkirchen, D
Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe, D
Polyclonal rabbit anti HO-1 Alexis Biochemicals,i@berg, D
Lot.: L13995/a
Polyclonal rabbit anti HO-2 Stress-Gen, Victori@)C
Lot.: 909412
Polyclonal rabbit anti eNOS Santa Cruz, Heidelbérg,
Lot.: 12402
Polyclonal rabbit anti INOS Santa Cruz, Heidelbéqg,
Lot.: H272
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Primer (TNF-, HO-1, TGF-, Metabion, Martinsried, D
-actin)

rmiL12 RD-Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D
Lot. BB125021

rmiL2 RD-Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D
Lot.: MX124111

RNAse Inhibitor (40u/pl) Promega, Mannheim, D

Sonde (TNF-, HO-1, TGF-, - Eurogentec, Seraing, B

actin)

SYBR® Green PCR Master Mix Stratagene, Amsterdam, NL

TagMan-Mastermix (2x Eurogentec, Seraing, B

Reaktionpuffer)

TNF- AK: PE labelled anti mouse BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, D
TNF- Kat.Nr.: 554419

3.4 Gebrauchswaren

Aluminium-Folie Gordopack GmbH, Lindlar, D

Deckglaser (24 x 46 mm) Paul-Marienfeld, Lauda-K@8hiofen, D

Einwegspritzen 1ml BD Biosciences Pharmingen, Hbitg, D

Fettstift ImmEdgé"” Pen) Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CDN

Filterspitzen (10/100/1000ul) Greiner bio-one, Kegniinster, A

Fotopapier (Biomax MR Film) Kodak, Stuttgart, D

Objektrager (76 x 76 mm) R.Langenbrinck, Tenindg2n,

Pasteurpipetten (Plastik) Eppendorf, Hamburg, D

5/10/15ml Pipettenspitzen BD Biosciences, Heidgpbr

0.5/1,5/2 ml Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg, D

1,5ml Reaktionsgefal3e RNAse frei Abgene, Hamburg, D

15 und 50ml Reaktionsgefalle BD Pharmingen, Heidg|th®

10/100/1000 pl Spitzen Eppendorf, Hamburg, D

8 Cap Strips, Ultra clear Abgene, Hamburg, D

6/12/96-Well Zellkulturplatten Becton Dickinson babre, Franklin Lakes,
NJ, USA

Zellkulturflaschen 75cm? Becton Dickinson, Lefomt @laix, F

Zellsiebe 100um BD Biosciences, Heidelberg, D

Thermo-Fasto6 Non Skirted Abgene, Hamburg, D
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3.5 Laborgerate

ABI Prism® 7700 Sequence Detector
Agarose Gelkammer / Netzteil
Aglient 8453 Spectrophotometer
Arbeitsbank, steril (Lamin Air)

Blutdruckmessgerat
Brutschrank
Cell Quest Programm

Compact

Applied Biosciences, LmddEA
Amersham Bioscienceiblerg, D

American Laborafmading, Groton, USA
Heraeus Instrumerisinau, Deutschland
TSE-SysterBsd Homburg, D
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Becton Dickinson, San Jose, USA

PROTEC Medizintechnik GmbH,

Rontgenfilmentwicklungsmaschine Oberstenfeld, D

Electrophoresis Power Supply-ESP Amersham Bioscience, Freiburg, D

3051 XL
FACS-Calibur
Geldokumentation

Handhomogenisator

Homogenisator Ultra Turrax T8

Hypercasette

Becton Dickinson, San Jose, USA
Bio-Rad, Minchen, D

Wheaton, Milleville NJ, USA

IKA Labortechnik, &fien, Deutschland

Amersham Bioscience, Little Chalfaii,

iCycler iQ Real-Time PCR DetectionBio-Rad, Minchen, D

System
Imagequant TL Program
Kahltruhen -80°C

-20°C
Kihlschrank FKS 3600
Laborwaage LA620P
Laborzentrifuge 3K15
Laborzentrifuge Rotixa/RP
Microm Cyro Console
Microm Dispensing Console
Microm Thermal Console
Microtom HM400
Mikroskop Olympus BX40
Mini Protean 3

Mastercyler Personal

Amersham Bioscience, Frejlbrg
New Brunswick Scientific Co., Edison NJ,
USA
Sanyo Electric, Osaka, J

Liebherr, Ochsenhausen, D

Sartorius, Goéttingen, D

Sigma, Steinheim, D

Hettichytiingen,

Microm, Heidelberg, D

Microm, Heidelberg, D

Microm, Heidelberg, D
Microm, Heidelberg, D

Olympus, Hamburg, D
Bio-Rad, Miunchen, D
Eppendorf, Hamburg,
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Material

Neubauer-improved Zahlkammer
Kolbenhubpipetten

Rotlichtlampe HP1511
Thermomixer comfort
UV-Mikrokuvetten

Wannenbad Julabo SW20

3.6 Tiere und Tierzubehdhr

BALB/c

BALBI/c

CBA/J

DBA/2J

C57/BL6

Typ 2-PCKaéfig

Typ 3 Deckel mit Fallbligel DST 2
Flaschen mit Silikondichtungsring (F 30)
Streu FS-14

Extrodiertes Futter

Migge, Heidelberg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Philips, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Brand, Wertheim, Deutschland

Julabo Labortechnik, Seelbach

Harlan Winkelmann, Borchen, D
Harlan Winkelmann, Borchen, D
Charles River, Les Oncins, F
Charles River, Wilmington/MA, USA
BgVV, Berlin, D
Ebeco, Castrop-Rauxel, D
Ebeco, Castrop-Rauxel, D
Ebecost@ap-Rauxel, D
Ssniff, Soest, D
Ssniff, Soest, D
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4. Methoden

4.1 Tierexperimentelle Methoden
4.1.1 Tierhaltung

Die Tierhaltung sowie alle durchgefihrten Tierexpente entsprachen den
Institutsrichtlinien gemafl den Anforderungen deteteden staatlichen Behorde in Berlin,
dem Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitssamtlztechnische Sicherheit (LaGetSi).
Die durch das Landesamt vergebenen Genehmigungerdutehgefihrten Tierversuche
waren 0070/03 und 0039/03. Alle tierexperimenteNensuche wurden nur von entsprechend
autorisierten Personen durchgefuhrt. Folgende Mii#@isene wurden verwendet: mannliche
DBA/2J-Mause (Charles River, Wilmington/MA, USA),eibliche CBA/J-Mause (Charles
River, Les Oncins, Frankreich), mannliche und weild BALB/c-Mause (Harlan
Winkelmann, Borchen, Deutschland und BgVV, Berldermany) und méannliche C57/BL6-
Mause (BgVV, Berlin, Germany).

Die Haltung der Tiere erfolgte artgerecht mit eing®astiindigen Licht-/Dunkelrhythmus, im
Forschungshaus der Charité, Campus Virchow, Berlne Kafige, bestehend aus
eingeschobenen Draht-Spanndeckeln, wurden regejnv@idn Pflegepersonal gereinigt. Die
Mause erhielten taglich tGber eine Trinkflasche cliss Wasser und Uber Futterraufen
pelletierte Standarddiat (Ssniff).

4.1.2 Verpaarung der Mause

Zwei Monate alte weibliche CBA/J- bzw. BALB/c-Mauseairden mit zwei bis vier Monate
alten mannlichen DBA/2J-, BALB/c- bzw. C57BL6-Mauseverpaart. Zweimal téglich
wurden die weiblichen Mause auf einen vaginalenogtén (Inseminationsfleck) hin
untersucht. Das Auftreten dieses Merkmals wurdérats O der Schwangerschaft angesehen.

Die Weibchen wurden daraufhin von den Manncheregetr

4.1.3 Tiermodell fir den spontanen Abort

Um die Rolle von HO-1 bei einem spontanen Abortetsuchen zu kénnen, wurden im
Rahmen dieser Doktorarbeit drei Tierversuche duwefiligt, wobei bei den ersten beiden
Versuchen auf das Tiermodell fir den immunologisch&bort (Clark et al. 1980)

zuruckgegriffen wurde. Bei der Abortgruppe wurdegibliche CBA/J Mause mit ménnlichen

-42 -



Andre Sollwedel Methoden

DBA/2J Mausen verpaart. Als Kontrollgruppe fur eeinormale Schwangerschaft wurden
weibliche CBA/J Mause mit mannlichen DBA/2J Mausernpaatrt.

Ziel des ersten Versuches war es, die ExpressionH®O-1 in Abortm&usen mit normal-
schwangeren Mausen zu analysieren und moglicheakitenspartner der HO-1 bei der
spontanen Fehlgeburt zu identifizieren. Die Tierarden verpaart und am Tag 14 der

Schwangerschaft wurden die schwangeren CBA/J Weibgetstet.

. \ normale

: ’,: D) Schwangerschaft

n=11

spontaner Abort

n=11
CBA/J X
Zeitlicher Versuchsverlauf:
Plug Sektion
Tag O Tag 14

Bei dem zweiten Versuch sollte die Expression vo®-H durch eine therapeutische
Behandlung in den Abortméausen verandert werdentfanhtigen CBA/J Weibchen, aus der
Verpaarungskombination CBA/J x DBA/2J, wurden hieean Tag 4 der Schwangerschaft
I.p. mit PBS, 5 mg/kg CO-PP, um HO-1 hochzuregahemder 40 mg/mk Zn-PP, um HO-1
und HO-2 herunterzuregulieren, behandelt. Die tigeh CBA/J Weibchen, aus der
normalen Schwangerschaftskombination CBA/J x BAL.B/arden als Kontrolle i.p. mit PBS
behandelt. Die Mause wurden entweder am Tag 8 aderTag 14 der Schwangerschaft
getotet. Am Tag 8, um die Expression von HO-1 zoemi friheren Zeitpunkt der
Schwangerschaft analysieren zu kénnen. Am Tag I, bei den Mausen die HO-1

Expression am Ende der Schwangerschaft zu untegsuch
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200ul PBS
%\ A \ normale
g .: f__}) Schwangerschaft
Tag 14 n=17

X BALB/
200u! PBS

spontaner Abort

Tag8 n=6
Tag 14 n= 10

5 mg/kg Co-PP

spontaner Abort mit
Co-PP Behandlung

Tag8 n=6
CBA/J X DBA/2J Tag 14 n=6

40 mg/kg Zn-PP

spontaner Abort mit
Zn-PP Behandlung

Tag8 n=6
CBA/J X DBA/2J Tag14n=5

Zeitlicher Versuchsverlauf:

Plug Behandlung Sektion oder Sektion

Tag O Tag 4 Tag 8 Tag 14

4.1.4 Tiermodell fur die Praeklampsie

Eine weitere Schwangerschaftskomplikation, beidierRolle von HO-1 untersucht wurde,
war die Praeklampsie. Anders als bei dem Mausmddelien spontanen Abort, kann man
bei dem Mausmodell fir Praeklampsie nicht auf wugiedliche Verpaarungskombinationen
zurtckgreifen, sondern muss den Zustand der Praekia kinstlich durch eine Injektion
von Thl-Zellen herbeifihren. Um die Expression vd®-1 in dem Mausmodell fir

Praeklampsie analysieren zu konnen, wurden wembIliBALB/c Mause mit mannlichen

C57BL6 Mausen verpaart. Um Praeklampsie ahnliche@yme hervorzurufen, wurde den
schwangeren BALB/c-Méausen am Tag 10 und Tag 12Sdewangerschaft Thl-Zellen i.v.
injiziert. Der Kontrollgruppe wurden anstatt ThiH2e 100ul PBS i.v. injiziert. Des

Weiteren sollte untersucht werden, ob es nach emeefinderten Expression von HO-1,

induziert durch eine therapeutische BehandlungGuo#PP, um HO-1 hochzuregulieren bzw.
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mit Zn-PP, um HO-1 herunterzuregulieren, bei Mauseit Praeklampsie-ahnlichen
Symptomen zu physiologischen Veranderungen kommtierzd erhielt die

Verpaarungskombination BALB/c x C57BL6 zusatzlmhder i.v. Injektion von Thl-Zellen

am Tag 10 und Tag 12, am Tag 10 der Schwangerseim&fti.p. Injektion von 5 mg/kg Co-
PP oder 40 mg/kg Zn-PP. Die Mause wurden am Tadet4Schwangerschaft getétet. Zur
Kontrolle der physiologischen Symptome wurde ben ddausen alle zwei Tage der
Blutdruck gemessen, wobei die Adaptation an dastdBlckmessen 21 Tage vor der

eigentlichen Schwangerschaft begann.

100yl PBS i.v.

AN

Iy Y normale
(Ci . Schwangerschaft
n=10
BALB/c X
3 x 10 Thi-Zellen i.v.
[ } Praeklampsie ahnliche
(C i A, Symptome
n=9
BALB/c X

3x 10 Thi-Zelleni.v. +

5 mg/kg Co-PP
: ?
(C i "

BALB/c X

Praeklampsie ahnliche
Symptome mit
Co-PP Behandlung

n=5

3 x 10 Thi-Zelleni.v. +
40 mgfkg Zn-PP [ } Praeklampsie ahnliche
\\ (C i L Symptome mit

Zn-PP Behandlung

BALB/c X C57BL/6 n=6

Zeitlicher Versuchsverlauf:

Adaptation an das Plug Zellbehandlung/CoPEellbehandlung Sektion
Blutdruckmessen /ZnPP Injektion
-21 Tage Tag O Tag 10 Tag 12 Tag 14

Blutdruckmessung am Tag

21 -19 17, -1 1 3 5 7 9 11 13 14
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4.1.5 Praparation der Mause und Probengewinnung

Am 8ten oder l4ten Tag der Schwangerschaft wurden wkiblichen Mause durch
Genickbruch getotet. Das Fell wurde sorgfaltig diggiert und das Tier auf einer sterilen
Arbeitsflache fixiert, anschlieRend wurden Abdomerd Becken get6ffnet. Den trachtigen
Tieren entnahm man den bicorneale Uterus, welamserhdielRend beiderseits der LAnge nach
aufgeschnitten wurde. Die Lage der gesunden Embrysowie die Lage der von der Mutter
resorbierten Embryonen wurde dokumentiert. Die Rssmen unterschieden sich im
Vergleich zu den normalen Embryonen und Plazenteohddie wesentlich geringere Grolie
und das nekrotische, hamorrhagische ErscheinungsbDie Abortrate in der
Mausschwangerschaft wird folgendermaf3en berechnet:

Abortrate = Anzahl Implantationen, 1

Anzahl Resorptionen

Der Uterus wurde geoffnet, die Plazenten und Emiegosorgfaltig voneinander getrennt
und anschlieend die Dezidua frei prapariert. Wieiteentnahm man der Maus die Milz und
die Nieren. Fur die Protein- und RNA-Isolation ud@ Messung der Caspase-3 Aktivitat
wurden die Gewebe mit kaltem, sterilem PBS (pH geéwaschen, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung b&0°C aufbewahrt. Fir die

immunhistologischen Analysen wurden die Plazenterd WNieren in 96% Alkohol

aufgenommen. Die fur die Lymphozytenisolierung imestte Dezidua wurde in kleine
Stlicke geschnitten und in 50 ml FalconréhrchenruBtegabe von 5 ml HBSS (,Hank’s
balanced salt solution“, ohne ¥a bzw. ohne M§-Salze) gesammelt und bis zur
Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Die fur diemphozytenisolierung bestimmte Milz
wurde in sterilem FCS-RPMI-Medium aufgenommen und bur Weiterverarbeitung

ebenfalls auf Eis gelagert.

4.1.6 Blutdruckmessung

Der Blutdruck bei Mausen mit Praeklampsie-ahnlichédymptomen wurde als
physiologischer Kontrolle herangezogen.

Vor dem eigentlichen Beginn des Tierversuchs wurdenMéause 21 Tage lang auf den
Ablauf der Blutdruckmessung hin konditioniert, wobdie Blutdruckmessung bei den
weiblichen BALB/c Mausen alle zwei Tage erfolgte.
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Zur Blutdruckmessung wurden die Tiere auf einermaar Platte (37°C) mit Hilfe eines
Kafigs fixiert. Eine Blutdruckmanschette (17n#) wurde an der Schwanzbasis angelegt, um
den Blutdruck zu messen. Ein Pulssensor am Schwenitelte die Herzfrequenz. Das
Blutdruckmessgeréat wurde so eingestellt, dass déidRick zwischen 60 mmHg bis 240
mmHg ermittelt werden konnte. Der Bereich der Hegfienzmessung lag zwischen 350
Bpm und 800 Bpm. Zwischen den einzelnen Messunggreine Ruhepause von 1 sec. Um
die Messfehler durch Bewegungen der Maus zu mimeniewurden je 10 Messungen
durchgefuhrt, wobei der Durchschnitt dem systokscBlutdruck der Maus entsprach.

4.1.7 Lymphozytenisolierung aus der Dezidua

Die bei der Sektion gewonnene Dezidua, welche ml3BSS aufgenommen und auf Eis
gelagert wurde, wurde anschlieend mit 1 mM DDT-BB®sung auf 50 ml aufgefullt und
fur 20 Minuten bei 37°C in einem Wannenbad inkubiBie Proben wurden wéahrend dieser
Inkubation alle 5 Minuten geschiittelt. Der Uberstanit den aus der Dezidua gelosten Zellen
wurde durch ein 100 um Nylonnetz in ein neues Fat@lorchen pipettiert, welches daraufhin
10 Minuten bei 4°C und 1200 rpm zentrifugiert wurtlach der Zentrifugation wurde der
Uberstand abgesaugt und das leukozytare Pelletrid ECS-RPMI-Losung resuspendiert.
Die Gewebsstlicke wurden in der Zwischenzeit wiede40 ml HBSS aufgenommen und
abermals fir 20 Minuten bei 37°C im Wannenbad imdutb Der Uberstand wurde dann
wieder durch ein 100 um Nylonnetz auf das beresthandene leukozytare Pellet pipettiert,
10 Minuten bei 4°C und 1200 rpm zentrifugiert urzbremals in 1 ml FCS-RPMI Lésung
aufgenommen. Dieser Arbeitsschritt wurde ein wegevlal wiederholt.

Am Ende wurde das Zellpellet in 3 ml RPMI-Medium fganommen und nach
Resuspendierung vorsichtig auf 5 ml FicoLité&\eschichtet, welches sich in einem 15 ml
Falconréhrchen befand. AnschlieBend erfolgte eimehtBgradienten-Zentrifugation fur 20
Minuten bei 2400 rpm, ohne Bremse und langsamedeStaler Zentrifugation. Nach der
Zentrifugation wurden die mononukledren Zellen .(\Lgmphozyten) vorsichtig mit einer
Pasteurpipette aus der Interphase entfernt, mit RfgMaschen und fir 10 Minuten bei 4°C
und 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurdemeefen, das Pellet in 1 ml FCS-RPMI-

Medium resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitamigeis gelagert.
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4.1.8 Lymphozytenisolierung aus der Milz

Die bei der Sektion gewonnene Milz wurde unter Zggaon 5 ml RPMI-Medium und mit
Hilfe eines Spitzenstempels durch ein 100 um Nywnrgepresst und homogenisiert. Die
Zellsuspension wurde in den Vertiefungen einer GRRkatte aufgenommen. Die Zellen
wurden anschlieend in ein 50 ml Falconréhrchenrfiilbg und auf Eis gelagert. Die
Suspension wurde dann mit Lysis-Puffer auf 50 nigetiillt und fur 20 Minuten zur Lyse
der Erythrozyten bei Raumtemperatur inkubiert. &gté eine Zentrifugation von 10 Minuten
bei 4°C und 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstangde abgenommen und das Pellet in 10
ml RPMI-Medium aufgenommen, es folgte eine erné@etrifugation. Am Ende wurde das
Pellet in 1 ml FCS-RPMI-Medium resuspendiert und bur Weiterverarbeitung auf Eis

gelagert.

4.1.9 Generierung von Thl-Zellen

Nicht schwangeren BALB/c Mausen wurden unter ssrilBedingungen die Milz
entnommen. Die gewonnene Milz wurde, unter Zugatwe % ml FCS-RPMI-Medium mit
Hilfe eines Spitzenstempels durch ein 100 um Ny&btnrgepresst und homogenisiert. Nach
10 Minuten zentrifugation bei 1500 rpm wurde dadlePan 3ml FCS-RPMI-Medium
aufgenommen und langsam auf 5 ml FicoLit®Meschichtet, wobei darauf geachtet wurde,
dass sich die beiden Phasen nicht vermischten,inem &ichtegradienten zu erhalten. Die
mononuklearen Zellen wurden nach einer Zentrifugation 20 Minuten bei 4°C und 1500
rom aus der Interphase entnommen, mit FCS-RPMI-Medgewaschen und nochmals
zentrifugiert (10 Minuten, bei 4°C und 1500 rpmhs&hliel3end wurde das Zellpellet in 1 ml
RPMI aufgenommen. Die polyclonale Aktivierung dezllgn erfolgte durch die Gabe von
anti-CD3 (3ug/ml), wobei das Zellpellet fir 20 Mtea mit dem Antikoérper inkubiert wurde.
Die Zellen wurden nach der Aktivierung mit einerri¢entration von 1,5 x £@ellen/ml bei
5% CQ und 37°C in Kultur genommen. Das Kulturmedium eitrHEPES (25 mmol/L),
Glutamine (2 mmol/L), 10% Fétales Kalber Serum, i€igim/Streptavidin, 1.022 ng rmiL-2
und 4 ng rmiL-12/mL. Die Zellen wurden 48 Stundeand in Kultur gehalten und
anschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt. Mit Hitfer DurchfluRzytometrie wurden die
Zellen auf ihre Thl-Zytokinproduktion hin untersticiNach zweimaligem Waschen der

Zellen mit PBS wurden 3 x 1@ellen in 100m aufgenommen und den Mausen inijziert.
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4.2 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie erfolgt die Detektidiessung und Analyse von Signalen, die
von einzelnen Zellen erhalten werden, wenn sieinmene Flissigkeitsstrom durch einen
Lichtstrahl treten. Die Durchflusszytometrie erlagb gleichzeitig mehrere physikalische und
Fluoreszenz-Parameter einer einzelnen Zelle inr griéderen Zellpopulation quantitativ zu

bestimmen, wobei im Rahmen dieser Arbeit drei veestene Farben verwendet wurden, um
so die gleichzeitige Bestimmung von Zelloberflagharkern und intrazellularen Zytokinen

zu ermdglichen. Der Durchflusszytometer misst, die Zellen das Licht absorbieren bzw.
reflektieren und wie intensiv die Fluoreszenz dedleh ist. Diese Daten werden in ein

computergerechtes Signal umgewandelt und anschliefdesgewertet.

Nach der Isolierung der Lymphozyten aus der Dezugch der Milz wurden diese auf Eis
gelagerten Zellen in eine 12 Wellplatte Uberfuhrtl 4 Stunden stimuliert. Zur Stimulierung
wurden die Zellen in RPMI 1640 mit 10% FCS und Bémp aufgenommen, welches
zusatzlich mit 50 ng/ml PMA und 1 pg/ml lonomyciarsetzt wurde. PMA stimuliert dabei
durch eine Aktivierung der Proteinkinase C ein fam des T-Zell Rezeptors, wahrend
lonomycin gleichzeitig fur einen Calziumeinstromdre T-Zelle sorgt. Dadurch wird eine
maximale Aktivierung jeder T-Zelle bewirkt und der&ytokinprogramm abgerufen. Die
Akkumulation der Zytokine im Golgi Vesikel ermddiic eine spatere Farbung mittels
Antikérpern. Nach einer Stunde Inkubation wurde den Zellen zlisht noch 0,2 uM
Monensin zugeflgt. Monensin fungiert als ProteianBport-Inhibitor, um die
Zytokinsekretion der Zelle zu verringern und dadid intrazellulare Zytokinkonzentration zu
erhdohen. Nach der Inkubation erfolgte eine gleidBigel Aufteilung der Zellen auf FACS-
Roéhrchen. Die Zellen wurden mit 2 ml FACS—Puffewgechen und fur 10 Minuten bei 4°C
und 1500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurdeeslaggt und die extrazellular bindenden
Antikorper CD4 (FITC-conjugiert), CD8 (Cy5-conjugieoder CD25 (PE-conjugiert) bzw.
die Isotypkontrolle (PE-conjugiert) auf das Pefgtettiert Alle Antikbrper wurden vorher
mit FACS-Puffer auf 1:100 verdinnt. Nach der Resugjerung des Zell-Pellets erfolgte eine
Inkubation der Proben fur 10 Minuten bei 4° C. Angf3end wurden die Zellen mit FACS-
Puffer gewaschen und fiir 10 Minuten bei 4° C unf@01Bpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen in 100ul 1% Paradteinyd aufgenommen und tber Nacht
(UN) bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden Aalen mit FACS-Puffer gewaschen,
zentrifugiert (10 Minuten, 1500 rpm bei 4° C) und 20 Minuten mit den intrazellularen
Antikorpern IL-4, IL-6, IL-10, TNFa oder INFg (alle PE-conjugiert) inkubiert. Die
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Antikérper wurden zuvor mit 0,1% Saponin auf 1:2@ddunnt. Nach der Inkubation wurden
die Zellen mit Saponin gewaschen und nochmals @imMinuten bei 4°C und 1500 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt urel Zgéllen in 100 ml FACS-Puffer
aufgenommen. Es folgte die Analyse der Zellen nifeHles FACS-Caliburs.

4.3 Histochemie

4.3.1 Paraffineinbettung von Gewebe

Zur Fixierung der Plazenten und Nieren, die wahréeidSektion der Tiere gewonnen und in
96% Ethanol aufgenommen wurden, wurden diese instiRtehaltnisse Uberfihrt,
gekennzeichnet und anschlieRend fur 1 ¥2 Stundé@0/6 Ethanol bei 4°C dehydriert. Die
Proben wurden dann in Xylol Gberfihrt und abernieds 4°C fiur 1 % Stunden dehydriert.
Anschlie3end erfolgte eine 1 %-stiindige LagerungG®webe in Xylol bei Raumtemperatur
(RT). Xylol diente hierbei als Intermedium, das ddkohol verdrangt und sich anschlielRend
mit dem Paraffin vermischt. Die Gewebeproben wurdann fur 1 ¥2 Stunden in flissiges
Paraffin eingelegt, gefolgt von der Einbettung Gewebe. Die Gewebeproben wurden dazu
in eine warme Metallschale gelegt und flussigesafilarzugefligt. Die Metallschale wurde
durch eine Plastikschale verschlossen und auf Eietllplatte mit einer Temperatur von
-30°C gestellt. Nach Abkihlung und Aushartung dasaffins entfernte man die Metallschale
und sauberte die Proben von dberschissigen Paestiem. Diese Methode der

Gewebefixierung wurde erstmals 1962 von Saint-Maegschrieben.

4.3.2 Immunhistochemie (IHC)

In der Immunhistochemie nutzt man die Spezifitah vntikorpern, um die Verteilung von
bestimmten Antigenen am histologischen Schnitttbexthzu machen. Der primére Antikbrper
bindet an das dazustellende Antigen. Um diese Bigduachzuweisen, markiert man den
ersten Antikorper mit einem biotinylierten sekuret@rAntikorper. Der Sekundarantikorper
richtet sich gegen dasc-Fragment von Immunglobulinen der Tierspezies, &lchver der
Primarantikorper hergestellt wurde. An den Sekuswat#korper wird durch eine Verbindung
zwischen Biotin und Avidin ein Meerettich-Peroxidasomplex (HRP, engl.: horseradish-
peroxidase) angelagert. Zur Visualisierung des rgema Antikorper-Komplexes werden
verschiedene Chromogene verwendet (z.b. DAB odeZ)AHie an die Peroxidase des HRP

binden.
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Die in Paraffin eingebetteten Gewebe wurden aué &itke von 5-7 um zugeschnitten und
auf einen Objekttrager fixiert. Die Schnitte wurds#i 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Vor der
eigentlichen Farbung mussten die Schnitte depairsirt werden. Dazu wurden die Schnitte
zweimal 20 Minuten bei RT in Xylol gewaschen. AnssBend erfolgten weitere
Waschschritte von je 10 Minuten in 100%, 96% und&bo7kthanol. Die Schnitte wurden
abschliel3end 10 Minuten lang in Aqua dest. gewasdiach einem weiteren Waschschritt in
TBS (10 Minuten) wurden die Gewebe fur 20 Minuteit 8% HO, inkubiert, um die
Aktivitat der endogenen Peroxidase zu unterdrickiexch erneutem Waschen der Schnitte in
TBS wurden diese dann fur 20 Minuten mit BSA blecki(10% BSA in PBS), um
unspezifische Bindungen zu verhindern und somie ét#ntergrundfarbung zu vermeiden.
Nach 10 Minuten Waschen in TBS wurden die Schriiite20 Minuten mit demAvidin-
Biotin-Blocking Kit inkubiert, um weitere unspeztihe Anlagerungen des Antikérpers an
Biotin zu verhindern. Es folgte ein weiterer Wastritt der Proben in TBS (10 min). Die
Inkubation der Gewebeschnitte mit dem ersten Angigb erfolgte in einer feuchten Kammer
bei 4°C UN. Der erste Antikorper wurde hierzu id@SA verdunnt. Als erste Antikorper
wurden HO-1 (1:100), HO-2 (1:500), iNOS (1:50) odBlOS (1:25) verwendet. Am nachsten
Tag wurden die Schnitte wieder 10 Minuten lang BSTgewaschen. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation fir eine Stunde mit dem 2. Antilg@igpein biotinilierter Ziege-Anti-Hase
Antikorper, welcher in 10% BSA 1:200 fur HO-1 un®F2 und 1:100 fir iNOS und eNOS
verdunnt wurde. Nach 10 Minuten waschen in TBS wardie Proben 30 Minuten lang mit
einem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (HRP) inkali und anschlie3end abermals in
TBS gewaschen (10 Minuten). Um die gebundenen Amtigr sichtbar zu machen, wurde fir
HO-1 und INOS 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) verwleh und fur HO-2 und eNOS
Diaminobenzidin (DAB). Die Schnitte wurden jeweits Minuten mit AEC oder DAB
inkubiert und anschlieBend wieder in TBS gewasc{igh Minuten). Zur Gegenfarbung
wurden die Schnitte fur 2 Minuten mit Hamalaun ibiant. Nach kurzem Waschen in Aqua
dest. wurden die Schnitte, welche mit DAB gefarhtraen, jeweils 10 Sekunden in 75%,
96% und 100% Ethanol und dann 5 Minuten in Xylolvgechen, anschlie3end erfolgte die
Versiegelung der Gewebsschnitte mit einem Kit vRoth (RotP-HistoKit). Die
Gewebeschnitte mit der AEC-Farbung wurden nach dmraVaschen in Aqua dest. mit
Ultramount Medium versiegelt. Als negative Konteolfir die Farbung erfolgte eine
Inkubation mit 10% BSA anstatt mit dem 1. AntikarpRach Aushartung der Versiegelung
erfolgte eine Analyse der Schnitte unter dem Licktaskop, welche von 2 Begutachtern
unabhangig voneinander erfolgte. Bei der Analyse Sighnitte wurden die verschiedenen
Zelltypen der Plazenta und die Dezidua einzeln wamaler betrachtet und die Farbintensitat
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dieser Zellen bestimmt. Zur Bestimmung der Farlisitét wurde eine Skala von 0-6 von
dem Begutachter festgelegt, wobei 0 keine FarbwergZelllen bedeutet und 6 die starkste
vom Begutachter festgelegte Farbung. Die Bescigftder Schnitte wurde wahrend der
Bestimmung der Farbintensitat verdeckt, sodassSdimitte erst nach der Auswertung einer

Gruppe zugeordnet werden konnten.

4.3.3 TUNEL (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTEINENd Labeling

Zur Bestimmung der Anzahl von apoptotischen Zelleplazentalem Gewebe wurden die in
Paraffin eingebetteten Gewebeproben (4.3.1) awd Bicke von 5-7um zugeschnitten. Die
Entparaffinisierung erfolgte wie in 4.3.2 beschaebZur Farbung der apoptotischen Zellen
wurde dasn situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche) verwendetaniit der Farbstoff des
POD-Kits in der Lage sein konnte in den Zellkermzumlringen, wurden die Schnitte zur
Permeabilisierung der Zellwande mit Zitratpufferm2d 5 Minuten bei 360W in der
Mikrowelle behandelt. Um den Puffer abzukihlen veutdngsam Aqua dest. hinzugefugt.
Nach 10 Minuten Waschen in PBS wurden die Schfiitt€0 Minuten mit 3%H0O, bei RT
inkubiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen in HBISje 5 Minuten. Die Schnitte wurden
anschlieRend fur 30 Minuten bei RT mit 0,1M TristHQmit 3% BSA und 20% FCS)
inkubiert. Nach weiterem Waschen fur 2-mal 5 Mimute PBS erfolgte die Inkubation der
Schnitte mit dem TUNEL-Reagenz fir eine StundeRiei Die TUNEL-Reagenz wurde aus
der Label-Solution und der Enzym-Solution hergdistes folgte ein weiterer Waschschritt in
PBS, um anschlieRend die Proben fur 20 Minuten dein Converter-POD bei RT zu
inkubieren. Nach dem Waschen mit PBS wurden dieni8eh5 Minuten langen mit DAB
inkubiert um die markierten 3' Enden zu farben. Biegenfarbung erfolgte mit Hamalaun fur
5 min. Anschlielend wurden die Schnitte fir 5 nmnAiqua dest. gewaschen, um dann mit
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert zu arergiehe 4.3.2). Die Gewebe wurden
dann mit dem Roti-HistoKit versiegelt. Bei der Nega&ontrolle wurde bei der Herstellung
des TUNEL-Reagenz nur die Label-Solution verwend@te Schnitte wurden nach
Aushéartung der Versiegelung unter dem Lichtmikrgskon 2 unabhangigen Begutachtern
untersucht. Mit Hilfe eines Augenstickes, in wekleen Mikrometer eingraviert war, wurde
die Anzahl der positiven Zellen in dem Gewebe in&@inander liegende 1mm x 1mm
grof3en Quadraten bestimmt, wobei der StartpunkBestimmung in dem Gewebe zuféllig
gewahlt wurde und die GroR3e der Quadrate durchMilasometer festgelegt war. Am Ende
wurde dann die Anzahl der positiven Zellen pro piazentalen Gewebes berechnet, wobei
auch Quadrate mit einbezogen wurden, die keinetapsghen Zellen aufwiesen.
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4.4 Real-Time RT-PCR

Bei der reversen Transkription (RT) wird zunach®NA in eine komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben. In der nachfolgenden Polyseitgettenreaktion (PCR)
hybridisieren kurze Oligonukleotide (Primer), diendinteressierenden DNA- Abschnitt von
beiden Seiten her begrenzen, mit den jeweils komg@htaren Basenstrangen der cDNA. Eine
hitzebestandige DNA- Polymerase erganzt die feldertiicke komplementér zur Vorlage.
Am Ende der Reaktion liegen 2 identische DNA- Ddspange, die durch Hitze in ihre
beiden Einzelstrange getrennt werden. Durch Wiaedengen des Zyklus wird somit das
DNA- Molekil exponentiell amplifiziert. Bei der Reame-PCR ist man in der Lage, mit
Hilfe von Fluoreszenz den Verlauf der PCR zu vegdol In dieser Arbeit wurden zwei
verschiedene Methoden verwendet, um die Real-ti@R Rerfolgen zu kbnnen. Zum einen
wurde die TagMan™-PCR durchgefuhrt und zum anderéigte die PCR mittels SYBR-
Green. Bei der TagMan™-PCR wurde zusatzlich zu deei cDNA-Primern eine cDNA-
Sonde eingesetzt, die an einem Ende mit dem Quenahe anderen Ende mit einem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (FAM) markiert simile Sonden binden spezifisch an einen
Teil des zu detektierenden DNA-Abschnittes zwisclidan beiden Primern. Die Tag-
Polymerase baut wahrend der Synthese des Gegegedratie Sonde ab, wodurch der
Quencher und das Fluorophor voneinander getrenndemeund eine steigende Reporter-
Fluoreszenz gemessen werden kann. Mit Hilfe des RRISM 7700 Sequence Detection
Systems werden die Fluoreszenzéanderungen von Zyklugyklus in Echtzeit erfasst. Je
hoher die Anfangskopienzahl der cDNA einer Probt imso schneller steigt die
Fluoreszenzintensitat an. Beim SYBER-Green lageht der Fluoreszenzfarbstoffe direkt in
die DNA ein bzw. bindet sich an die doppelstrandid¢A, wodurch die Fluoreszenz dieser
Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der DNA korrelgaher mit der Zunahme der Fluoreszenz

von Zyklus zu Zyklus.

4.4.1 RNA-Isolierung aus Plazenta-, Dezidua- und Biengewebe

Die bei der Sektion gewonnenen Gewebe (Plazentade und Niere) wurden jeweils mit 1
ml TRIZOL-Reagenz versetzt, mit Hilfe eines Homagators zerkleinert und auf Eis
gelagert. Dem homogenisierten Gewebe wurde angamok 200 pl Chloroform zugegeben
und danach fur 2 Minuten bei RT gevortext. NachMi@luten Zentrifugation bei 4°C und
10000 rpm kam es zur Bildung von drei Phasen: Bateanol-Chloroform-Phase, einer DNA-
und Protein-Interphase sowie einer RNA-enthaltenélease. Die obere Phase, welche die
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RNA enthielt, wurde in neues Eppendorfgefal’ Gbetfimhit 0,5 ml Isopropylalkohol versetzt
und far 10 Minuten bei RT inkubiert. Es folgte eidentrifugation fir 10 Minuten bei 4°C
und 10000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen, ddetin 1 ml 75% Ethanol gewaschen
und 5 Minuten bei 4°C und 6000 rpm zentrifugierted@r Waschvorgang wurde zweimal
wiederholt. Am Ende wurde das Pellet luftgetrockmetRNAse-freiem Wasser geldst und
mit einer Konzentration von 1pg/pl bei —80°C gelagBie RNA-Isolation aus den Geweben
wurde auf Eis durchgefiihrt und unter BeachtungRbiA\se-Freiheit gearbeitet.

4.4.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die RMARNAse-freiem Wasser 1:1000
verdiinnt und in einer 1 ml-Quarzkivette ein Absormbereich von = 200-300 nm
gemessen. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis dgectihrt. Der Quotient aus QE/OD.g
gibt Auskunft Gber eventuelle Verunreinigungen Neikleinsduren und sollte zwischen 1,7-
2,1 liegen. Die Konzentration der Ausgangslosungigiml wurde nach folgender Formel

errechnet;

Konzentration = 40x Ofp x Verduinnungsfaktor in der Kivette x spezifischenKentration
in pg/ml Lésungsmittel

Zur Qualitatskontrolle der RNA wurde eine Agaroseldbromatographie durchgefihrt. Auf
ein 1,5% Agarosegel wurde 1pg RNA aufgetragen, diacElektrophorese fur 1 Stunde bei
180V durchgefuhrt. Den einzelnen Proben wurde Him#romid hinzugefugt, um die

Nukleinsauren unter UV-Licht sichtbar zu machen l{A®). Bei einer hochwertigen Qualitat
der RNA sollten ausschlie3lich die 28S- und 18Se@ander ribosomalen RNA erkennbar
sein. Bei einer schlechten Isolation kann man diehmolekulare DNA obere Bande
beobachten.

| «— 28S-RNA

<+—— 18S-rRNA

Abbildung 7: Agarosegel zur Kontrolle der RNA-Quéli Die obere entspricht der 28S- und und dierenBande der 18S- ribosomalen
RNA
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4.4.3 Reverse Transkription

Die RNA-Proben werden mittels deeversen TranskriptaséMoloney-Maus-Leukamie-
Virus Reverse Transkriptase, MMLV-RT) in cDNA umgbksgeben.

2 ul RNA-LOsung (1 pg/pl) wurden hierzu auf 18 pésamtvolumen mit RNAse-freiem
Wasser aufgefillt und 2 pl oligo-dThymidin-Ribonedtide (odT) zugeflgt. Die Probe
wurde gevortext, kurz abzentrifugiert, fir 10 Mientbei 75°C erhitzt und anschlieend ftr 2
Minuten auf Eis abgekihlt. Anschlieend wurden Besbe 8 pl MMLV-RT-Puffer, 4 pl
Aqua ad inject., 4 pl dNTPs [2,5 mM], 2 ul DNAsau]gl] und 0,5 pul RNAse-Inhibitor [40
u/ul]) zugegeben und die Probe fir 30 Minuten bEiQG inkubiert. Die DNAse verdaut
eventuell vorhandene gen. DNA. Zur Inaktivierung D&lAse wurde anschliel3end die Probe
fur 5 Minuten auf 75°C erhitzt und danach fur 2 Mien auf Eis abgekuhlt.

Die eigentliche cDNA-Synthese erfolgte durch dieb&avon 1 pl MMLV-Reverse-
Transkriptase [200u/pl] und 1 pl RNAse-Inhibito©O[4/ul]) und der Inkubation bei 42°C flr
60 Minuten. Zur Inaktivierung der reversen Trangtase wurde die Probe fur 5 Minuten auf
94°C erhitzt. Die cDNA-Proben wurden anschlieRBead-+85°C bis zur Weiterverarbeitung
gelagert.

4.4.4 Real-Time RT-PCR mit Sonde

cDNA-Proben von Plazenta, Dezidua und Niere wurdetiels Real-Time RT-PCR auf
folgende Gene hin untersucht: HO-1, TERind TGFb, alshouse keeping genesurde -
Actin verwendet.

Fir die Real-Time RT-PCR wurden 2ul (fur HO-1, TEFund TGFb) cDNA zur
Amplifikation verwendet. Zu der cDNA wurde ein  Btarmix aus 6,5 pl PCR-Mastermix, 3
pl Primermix (Vorwarts- und Rickwartsprimer Tab Q) pl Sonde (Tab.1) und 2 pl sterilem
Wasser gegeben. Fur die template controfNTC) wurde anstatt cDNA Wasser verwendet.
Die Amplifikationsreaktion an dem ABI Prism 7700¢bence Detection System lief wie
folgt ab:

2 Minuten Inkubation bei 50°C, gefolgt von einemstaraligen Denaturierungschritt der DNA
bei 90°C fur 10 min, anschlielend folgten 40 Amkidifionszyklen (je 15 Sekunden bei 95°C
und 60 Sekunden bei 60°C).

Bei allen Amplifikationsreaktionen wurden von alleRroben Doppelbestimmungen
durchgefunhrt.
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HO-1

Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
Sonde

5- CAG AAG AGG CTAAGACCGCCTT -3
5-TCTGGT CTT TGT GTT CCT CTG TCA -3’

5-TGC TCAACATTG AGC TGT TTG AGG AGC TG -3

INOS
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimel

5- CAG CTG GGC TGT ACA AAC CTT-3'
5-TGAATGTGATGT TTG CTT CGG-3°

eNOS
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer

5- GCT GGA TGA AGC CGG TGA -3
5- CGA AAA TGT CCT CGT GGT AGC -3

TGF-

Vorwartsprimer
Ruckwartsprimel
Sonde

5'-GGC TAC CAT GCC AACTTC TGT CT-3'
5-CCG GGT TGT GTT GGT TGT AGA-3’
5'-CAC ACA GTA CAG CAA GGT CCT TGC CCT-3’

TNF-a
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimer
Sonde

5-TCG AGT GAC AAG CCC GTA GC-3’
5-CTC AGC CAC TCC AGC TGC TC-3
5'-CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGC GGA-3

-Actin
Vorwartsprimer
Ruckwartsprimel
Sonde

5-GCTTCT TTG CAG CTC CTT CGT T-3
5-GTT GTC GAC GAC CAG CGC-3’
5-CAF CCTTCCTTC TTG GGT ATG GAATCC T-3

Tabelle II: Sequenzen der Primer und Sonden, diel&eReal-Time RT-PCR verwendet wurden. Alle verdeten Sonden waren mit

einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff FAM gelabeld.

Fur die Auswertung der Real-Time RT-PCR wurde Zudes zu untersuchende Gen in
Relation auf dasiouse keeping gereezogen. Behouse keeping gendémndelt es sich um
Gene, die in jedem Gewebe in gleichem MaRRe exprimierden. Alshouse keeping gene
wurde im Rahmen der Arbeit daB-ActinGen verwendet, was, auler wahrend der
Zellproliferation, in seiner Expression weitgehdwehstant ist.

Die relative Quantifizierung erfolgt durch die Belhaung de®C+

1.) Bildung desDCt-Wertes:
DCr = Mittelwert G (Zielsequenz) — Mittelwert {house keeping gepe

Um denDCy in Relation mit der Effizienz der PCR zu setzenrdeuzur Kontrolle eine
Standardkurve der PCR ermittelt. Die Steigung dan&@ardkurve zeigte, dass die Effizienz
der PCR bei 100 Prozent liegt und somit von einerddpplung der Kopienzahl von Zyklus
zu Zyklus ausgegangen werden kann.

Damit kann das Ergebnis der RT-PCR af§2dargestellt werden.
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4.4.5 Real-Time RT-PCR mit SYBR Green

cDNA-Proben von Plazenta, Dezidua und Niere wurdetiels Real-Time RT-PCR mit
SYBR Green auf folgende Gene hin untersucht: eNRSS alshouse keeping genesurde
-Actin verwendet.

Ein Mastermix aus 6,5 pl SYBR-Green-Mastermix, 3 Rudimermix (Vorwarts- und
Ruckwartsprimer Tab.1), 5 pul 25 nM Fluorescein @ngl sterilem Wasser wurde zu 1 pl
cDNA gegeben. Die Amplifikationsreaktion wurde ar@ycler durchgefuhrt und sah wie
folgt aus:

3 Minuten Inkubation bei 95°C, gefolgt von 40 Anfiiationszyklen (30 Sekunden bei 94°C,
30 Sekunden bei 60°C und 30 Sekunden bei 72°C)ansdhlie3end 1 Minute bei 95°C. In
der Regel wurde danach eine Schmelzkurvenanalysehgkefihrt; sie hatte folgendes
Thermoprofil: 1 Minute bei 50°C und anschlieRend Bgklen a 10 Sekunden mit einer
stufenweisen  Temperatursteigerung von 0,5°C  pro ludyk Mit Hilfe der
Schmelzkurvenanalyse kann nach erfolgter PCR zwiscldem Zielprodukt und
unspezifischer DNA differenziert werden. Bei all&mplifikationsreaktionen wurden von
allen Proben Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Diswfertung erfolgte wie unter 4.4.4
beschrieben.

4.4.6 Primeretablierung fur eNOS und iNOS

Zur Optimierung der Transkription muss daher dagé¥erhaltnis defrward undreverse
Primers durch Titration bestimmt werden.

Die Titration der Primer erfolgte mittels einer Réane PCR. Den Proben wurde 6,5 pl
SYBR-Green-Mastermix, 0,5 ul 25 nM Fluorescein, I2sferiles Wasser und 1 pl cDNA
(bzw. 1pl steriles Wasser bei der negativ Kontjoliemzugefiigt. Anschliel3end wurde 3 pl
Primermix in unterschiedlichen Konzentrationsvermasen dazugegeben. Folgende
Konzentrationsverhaltnisse in nmol/l wurden verwsnds0/50, 50/300, 50/900, 300/50,
300/300, 300/900, 900/50, 900/300, 900/900 (VorsvAriickwartsprimer). Alle anderen
Primer waren bereits am Institut etabliert bzw. e von meinen Arbeitskollegen etabliert.
Die Auswahl der bestmoglichen Primerkombinatiorolgte dann durch Auswertung def-C
Werte und die Durchfuihrung einer Schmelzkurvenasaly

Zusatzlich wurde eine Titration mit cDNA und eingtrdation zur Beurteilung der
Primerdimer-Bildung nur fir die NTC1@ template contrdpldurchfihrt, um eine Bildung

von Primerdimeren zu minimieren. Primerdimere hildsich entweder, wenn die zu
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untersuchende cDNA nur sehr geringe Mengen degefislenthélt oder wenn Vorwarts- und

Ruckwartsprimer eine zu grof3e Komplementaritat aigen.

4.5 Proteinanalysen

4.5.1 Herstellung eines Proteinextraktes

Zur Herstellung eines Proteinextraktes wurden dieder Sektion gewonnen Gewebe von
Plazenta und Dezidua in 100 ul Lysis-Puffer (PBB, h4 + 0,1% Triton X 100, 100mM
Phenylmethylsulfonylfluorid, 100 mM Benzamidin, 108M E-Aminocapronsaure und
100mM EDTA) aufgenommen. Um ein feines Homogenigat erhalten, wurde die
Suspension anschliel3end in weiteren 200-400 uistlsifer aufgenommen und auf Eis mit
einem Hand-Homogenisator weiter aufgeschlossenh N Minuten Zentrifugation bei
10000 rpm und 4°C wurde der Uberstand abgenommed @i —80°C bis zur

Weiterverarbeitung gelagert.

4.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der BCA-Test wurde zur Bestimmung der Proteinkotrztion herangezogen. Der Test
verwendet folgende Konzentrationen von BSA (1, @25, 0,01, 0,005, 0,0025, 0,001
mg/ml) als Standard, um die gesuchte Proteinkonatoh zu ermitteln. In eine 96er
Mikrotiterplatte wurden je Well 10ul der zu bestimnden Probe oder BSA-Standard
pipettiert, wobei immer Doppelbestimmungen durctigaf wurden. Anschlie3end wurden
200 pl Bio-Rad Protein Assay, welche vorher im N&dtnis 5:1 mit Aqua dest. verdinnt
wurde, hinzugefugt. Die folgende Farbreaktion wuiler eine OD von 570nm in einem
Spektralphotometer bestimmt.

Zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen der ztetsuchenden Proben wurde anhand der
Messwerte des BSA-Standards eine Eichkurve erstellttels derer die unbekannten

Konzentrationen der Proteine bestimmt werden kannte

4.5.3 Auftrennung von Proteinen durch Natriumdodecysulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung einzelner Proteine erfolgte nach ihrénolekulargewicht in einem
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophord§®S-Gel). Jede Probe wurde mit
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zweifach konzentriertem SDS-Probenpuffer gemisaidbei das Verhaltnis von Probe zu
Probenpuffer 2:1 betrug, fir 5 Minuten bei 95°C ggk und dann kurz bei 10000 rpm
zentrifugiert. Die Proben wurden dann auf das QG#getragen. Zur Bestimmung des
Molekulargewichtes wurde ein Rainbow-Marker als &kallargewichtsstandard verwendet.

Das Gel setzte sich aus einem 4%igem Sammelgeémedn sich anschlie3enden 12%igem
Trenngel bei HO-1, HO-2 und einem 6%igem TrenngeliROS und eNOS zusammen. Fir
die Auftrennung der Proteine wurde eine SpannumgM0V angelegt. Anschlie3end an die

Elekrophorese erfolgte die Weiterverarbeitung deks &ir den Western-Blot an (siehe 4.5.4).

4.5.4 Western-Blot

Der Western-Blot dient der Identifikation und Qufmerung spezifischer Proteine in
Proteingemischen. Dabei werden einzelne ProteisegGamwebe-Lysaten der Plazenta und der
Dezidua nachgewiesen. Nach Auftrennung der Prqgteabdéngig von ihrer Gro3e, im
elektrischen Feld werden sie auf eine Membran tesiest und dadurch immobilisiert. Auf
der Membran erfolgt der Nachweis des Proteins higes spezifischen Antikérpers. An
den gebundenen ersten Antikdrper wird ein zweitarntikbrper angelagert, welcher
biotinylierten ist. Durch eine enzymatische Reaktzavischen Biotin und Avidin wird an den
zweiten Antikdrper ein HRP-Komplex gebunden, wetamé einer Peroxidase gekoppelt ist.
Zur Visualisierung des gesamten Antikorper-HRP-Kteres wird das ECIY Western
Blotting Analysis System (Kit) verwendet. Durch @iReaktion des ECLs mit der Peroxidase
wird Fluoreszenz freigesetzt, welche mit einem Béntilm sichtbar gemacht wird.

Der spezifische Proteinnachweis der im Protein&ktemthaltenen Proteine HO-1, HO-2,
INOS, eNOS erfolgte durch Western-Blot mittels Bnotspezifischer Antikorper. Die
Proteine wurden dazu im Western-Blot-Verfahren aihe Nitrozellulosenmembran
(PorengroRe 0,45um) Ubertragen. Hierzu wurde ddsd&@eSDS-PAGE auf die Membran
gelegt, wobei die Membran durch den Transferpudfegefeuchtet war. Ober- und unterhalb
des Gels und der Membran wurden zwei Lagen Whaftag@aer und je ein Schwammgewebe
gelegt, welche ebenfalls bereits mit dem Transféepwefeuchtet waren und mittels einer
Klammer zusammengedriickt. Es wurde besonders dgeadhtet, dass keine Luftblasen
zwischen dem Gel und der Membran eingeschlosserenurAnschlielend wurde die
Klammer in der Transferkammer befestigt. Das Gelgtee zum negativen Pol, die
Nitrozellulosemembran zum positiven Pol. Der Transn Proteinen erfolgte aus dem SDS-
Gel auf die Nitrozellulosemembran bei einer Str@mrist von 10V UN.

Nach dem Transfer der Proteine wurde die MembraB@iMinuten bei Raumtemperatur mit
TBS-Puffer (5% Milchpulver) inkubiert, um freie Rembindestellen abzublocken. Es folgte
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die Inkubation mit dem ersten Antikérper HO-2, eN@$OS (1:5000), HO-1 (1:1000) fur

zwei Stunden bei RT auf einem Schwenktisch. Dieikdnper wurden in TBS mit 5%

Milchpulver verdinnt. Der spezifische Antikbrpendet das zu detektierende Protein. Der
restliche freie Antikérper wurde anschlieBend dudrkimaliges Waschen mit TBS (5%
Milchpulver) entfernt. Der zweite biotinilierte Akbrper Ziege-Anti-Hase wurde mit TBS
(5% Milchpulver) auf 1:5000 verdinnt und anschlie®elr 2 Stunden unter standiger
Bewegung inkubiert. Dieser Antikérper bindet spisetfi an den priméaren Antikdrper. Nach
2-maligem Waschen in PBS (0,1% Tween 20) wurdeMienbran mit dem HRP fur 30
Minuten bei RT inkubiert. Zur Visualisierung der sitiven Banden wurde das EGL
Western Blotting Analysis System (Kit) verwendeaadd Mischen der beiden Komponenten
des Kits im Verhaltnis 1:1 wurde die Membran 1 M&im Dunkeln inkubiert. Es folgte die
Belichtung eines Roéntgenfilms in einer Dunkelkamrdarch Inkubation mit der Membran
fur 30 Sekunden-2 Minuten. Der Rontgenfilm wurde automatisch durch die Compact
Rontgenfilmentwicklungsmaschine entwickelt. Die & der Banden wurde mit Hilfe des
Imagequant TL Programms (Amersham) ausgewertetrztdieavurden die Membranen
eingescannt (Abb.8), anschlieRend legte man mifeHdes Computerprogramms die
einzelnen positiven Banden fest, die das Programmadysieren sollte. Das Programm
ermittelte dann die Dichte der einzelnen Bandenschhel3end wurde die Ratio aus der
Dichte der Banden von HO-1, HO-2, INOS und eNOSegedie Dichte von beta-actin
berechnet.

eNOS (140 kDa)

beta-actin (47 kDa)

Abbildung 8: Beispielrdntgenbild eines WesterniBldDie oberen Banden zeigen den positiven NachareisNOS in je 3 Proteinproben
der normalen Schwangerschaftsgruppe (NS), der Biathortgruppe (Abort), der Abortgruppe die mit €B- behandelt wurde und der
Abortgruppe die mit Zn-PP die unteren Banden zedgmpositiven Nachweis an beta-actin in dieseteifmoroben
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4.6 Statistik

Alle statistischen Berechnungen und Darstellungenurden mit Hilfe des
Computerprogramms SPSS (,Statistical Package ®6titial Sciences”, Version 11.5) oder
mit Microsoft Excel 2003 durchgefiihrt.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfotgteveder mittels Box-Plots (Abb. 9), bei
dem der Median sowie das obere und untere QuadilExtremwerte dargestellt werden oder
mittels einer Liniengraphik, bei dem der Medianggsstellt ist.

Zur statistischen Erhebung der Daten wurde derntpéchmetrische Kruskal-Wallis-Test , bei
dem die Signifikanz zwischen allen Gruppen berechwmgde, und der Mann-Whitney-
Test, bei dem die Gruppen paarweise mit einandegligbken wurden, angewandt. Als
Signifikant wurde p 0,05 angesehen, wobei * p0,05, * p 0,01, ** p 0,001. Bei
gepoolten Proben wurde der Chi —Quadrat Test anupitwa

x € Extremwert

o .
<+ AusreiRer

S

50%

A
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1. Quartil
25% { Q
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Abbildung 9: Schematische Box —Plot -Darstellung
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5. Ergebnisse

5.1 Untersuchungen von HO-1 in einem Mausmodell fispontanen Abort

Das erste Ziel der Arbeit war es, die plazentale deziduale Expression von HO-1 und HO-
2 in Abortmausen im Vergleich mit normal-schwangeMausen zu bestimmen und eine
maogliche Interaktionen zwischen HO, NOS und Zytekinzu untersuchen. Um die
Expression der HO untersuchen zu kénnen, wurdelasifMausmodell flr spontanen Abort,

welches von Clark (1980) erstmals beschrieben wuatgickgegriffen.

5.1.1 Abortraten von normal-schwangeren Mausen im ¥rgleich zum Mausmodell fur
Fehlgeburt

Bei der Praparation der Mause am Tag 14 der Schevacigaft, wurde die genaue Anzahl der
Implantationen festgehalten. Zu den Implantatiogeinéren sowohl die gesunden Embryonen
als auch die Resorptionen.

Bei der Verpaarung von weiblichen CBA/J Mausen mdtnnlichen DBA/2J konnte am Tag
14 der Schwangerschaft im Vergleich zu der Korgralbpe eine signifikante Erhéhung der
Abortrate beobachtet werden (Abb.10A). Bei der Kaligruppe wurden weibliche CBA/J
Mause mit mannlichen BALB/c verpaart. Bei der ndenaSchwangerschaft (NS) lag der
Median der Abortrate um 0%. Bei der Verpaarungskoation flr einen spontanen Abort
(Abb. 10A) lag die Abortrate um 20%. Die beobaadtetAbortraten werden durch die
Literatur bestatigt (Clark 1980, Chaouat 1988). e Binzahl der Implantationen beider
Gruppen waren vergleichbar (Abb. 10B).
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Abbildung 10: Die Daten werden als Box plots (Medipdargestellt. A) Gezeigt wird die Abortrate% ) wobei die Abortméuse eine
signifikante Erhdéhung der Abortrate im Vergleich der Kontrollgruppe aufweisen *** = p<0,001, welshdurch den Mann-Whitney-
Test ermittelt wurde. B) Zu sehen ist die AnzahleralImplantationen der Abortgruppe im Vergleich zer normalen

Schwangerschaftsgruppe.

5.1.2 HO-1 und HO-2 Expression im Mausmodell fir spntanen Abort

5.1.2.1 Immunhistochemische Analyse der Plazenta

Zur Untersuchung der HO-1 und HO-2 Expression im dmterschiedlichen Plazenta-
Zelltypen wurden 5-7 pum dicke Paraffinschnitte delazenta angefertigt. Nach der
Blockierung der endogenen Peroxidase und mdaglichspezifischer Bindungen, die die HO-
1 und HO-2 Antikérper eingehen kdnnten, wurde dazé&nta mit dem jeweiligen Antikdrper
fur HO-1 oder HO-2, gefolgt von einem 2.Ak, inkutbieind die gebundenen Antikorper
mittels Chromogenen sichtbar gemacht.

Die Auswertung der Expression von HO-1 und HO-folgte semi-quantitativ durch
Bestimmung der Farbintensitat der einzelnen Zedityp Die immunhistochemischen
Untersuchungen zeigten, dass in allen ZelltypenRlazenta HO-1 und HO-2 exprimiert
werden (Tab.lll, reprasentative Bilder in Abb.1Bei dem Vergleich der Expression
zwischen den Abortméausen und den Mausen der Kigrtrppe konnte gezeigt werden, dass
bei den Tieren der Abortgruppe in allen Zelltypem Blazenta, die Expression von HO-1 und
HO-2 signifikant herabreguliert war (Tab.lll, AbA)Yl In der Dezidua konnte keine
veranderte Expression zwischen den beiden Gruppelndehtet werden.
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HO-1 NS (n=6) Abort (n=6)
Dezidua 0,50 1,25
Riesenzellen 4,00 1,75%*
Spongiotrophoblasten 3,50 2,00**
Labyrinthzellen 3,25 2,50*
HO-2

Dezidua 1,25 1,00
Riesenzellen 3,00 3,25*
Spongiotrophoblasten 3,00 1,50*
Labyrinthzellen 1,25 1,50*

Tabelle 1ll: HO-1 and HO-2 Expression in verschieele Zelltypen der Plazenta und der Dezidua in Abausen (A) im Vergleich mit der
normalen Schwangerschaftsgruppe (NS), dargeskelRaabintensitat der spezifischen Farbung. DieeBaterden als Mediane gezeigt. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitn&y- Tests ermittelt (*:p < 0,05 and **:p <0,01).

A B C

Dez

Sp

Rz Lab

Abbildung 11: Repréasentative IHC-Bilder der Plazentym HO-1 und HO-2 optisch auch von einander ztersoheiden, wurden
verschiedene Chromogene zur Visualisierung verweAdl¢1O-1 positive Zellen an der Feto-maternalerer@e. Der Pfeil markiert eine
Riesenzelle (Rz), welche sich durch ihre starker&sgion von HO-1 auszeichnet, weiterhin kdnnen H®#&ziduazellen (Dez) beobachtet
werden. (AEC-Farbung, rétliche Farbung) B) HO-Zsifiee Spongiotrophoblasten (Sp) zwischen negati@ykogenzellen (DAB-
Béarbung, braunliche Farbung) C) Negativ Kontroke dher kein erster Antikorper verwendet wurde.

5.1.2.2 Untersuchung der HO-1 und HO-2 Expression ittels Western-Blot

Zur semi-quantitativen Analyse der HO-1 und HO-2ession in der Plazenta wurde aus
dieser ein Proteinextrakt gewonnen. 10 pug des irmtaktes wurde dann mittels einer SDS
Page der Molekulargréf3e nach aufgetrennt und aegemrd auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Mit Hilfe von spezifischen HO-1 und O0Antikérpern konnte nun die
Intensitat der Banden von HO-1 und HO-2 bestimmier. Hierzu wurden die spezifischen
Banden der Antikdrper mit Hilfe von Chemiluminesgeauf einem Rontgenfilm sichtbar
gemacht. Positive Banden fir HO-1 (33kDa) und H(3@ kDa) konnten sowohl in den
normal-schwangeren Mausen wie auch in Mausen dertdiuppe beobachtet werden. Bei
der Analyse der Intensitdt der Banden konnte gézeerden, dass in den Abortmausen die
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Intensitat der Banden signifikant reduziert ist,\i@rgleich zu den Tieren der Kontrollgruppe
(Abb. 12A und B)

A) B)
20 * 2C *
o % o
glo - é;’ 1C LINS
.33_) g’ B Abort
i g
c 0 c 0+
| | | T
n==& n=7 n=& n=6

Abbildung 12: zeigt die positiven Western-Blot Bandals Box plots (Mediane) A) HO-1 und B) HO-2, wofeweils links die positiven
Banden aus der Analyse des Homogenisat normal-sjeser Mause zu sehen sind und jeweils rechts aiéiyen Banden aus dem
Homogenisat der Abortméuse. Die Intensitat der Bangdurde mit Hilfe eines Computerprogramms (ImagegTL Programm) bestimmt
und anschlieend mit Hilfe des Mann-WhitrigyTests (*:p<0,05) miteinander verglichen.

5.1.3 Die Thl und Th2 Zytokin-Produktion beim murinen spontanen Abort

Die aus der Milz und der Dezidua isolierten Lympyten wurden nach der Stimulation mit
lonomycin und PMA mit spezifischen Zytokin-Antik@m markiert und anschlieend im
Durchflusszytometer auf die Menge der verschiedefynkine und nach ihreRluster of
Differentiation (CD) hin untersucht. Bei der Analyse der Zytokkannten sowohl in der
Dezidua als auch in der Milz keine signifikantentéfachiede in der Zytokinproduktion
zwischen der Abortgruppe und der normalen Schwachaftsgruppe beobachtet werden
(Tabelle 1V). Die Daten zeigen jedoch, dass sow®bi4" als auch CD8 Zellen fiir die
Produktion der Zytokine verantwortlich sind, da beiden Gruppen eine ahnliche Anzahl
gemessen wurde. In der Milz konnten keine Unteestghin der Th1/Th2 Ratio zwischen der
Abortgruppe und der Kontrollgruppe festgestellt desr. In den Deziduazellen von
Abortmausen hingegen konnte eine statistisch sikgmife Erhéhung der TNFL 10 Ratio

im Vergleich zu der Kontrollgruppe beobachtet werdBei den Tieren der Abortgruppe
konnte auch eine Erhdhung der IFNE-4 Ratio festgestellt werden, welche jedoch hich

signifikant war.
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Milz Normale Schwangerschaft Abort (n=11)
(n=10)
Zytokine
TNF- 1,36 1,08
IFN- 0,53 0,67
IL-10 0,95 0,87
IL-4 1,13 0,77
TNF- /IL-10 1,43 1,61
IFN- /IL-4 0,46 0,87
CD-Marker
CD4 10,12 8,36
CD8 9,97 7,57
CD25 1,99 1,54
CD4/CD25 1,09 0,87
Dezidua
Zytokine
TNF- 2,12 4,24
IFN- 2,92 3,28
IL-10 2,28 2,52
IL-4 1,05 1,61
TNF- /IL-10 1,20 3,13*
IFN- /IL-4 2,00 2,60
CD-Marker
CD4 2,63 2,74
CD8 4,81 4,67
CD25 2,62 4,44
CD4/CD25 2,95 5, 53

Tabelle IV: Th1/Th2 Zytokine Produktion in Abortrgign (A) im Vergleich mit der normalen Schwangea$isigruppe (NS). Dargestellt
ist der prozentuale Anteil der positiven Zellen Klediane. Die statistische Signifikanz wurde mitfélides MannWhitney-U Tests (*:
p<0,05) ermittelt

5.1.4 INOS und eNOS Expression im Mausmodell fur gmtanen Abort

5.1.4.1 Immunhistochemische Analyse der Plazenta

Um die Expression von INOS und eNOS in den versignen Zellen der Plazenta und der
Dezidua zu untersuchen, wurde iNOS und eNOS in Gesehnitte der Plazenta mittels

spezifischer Antikérper markiert und sichtbar gehta@bb.13). Die Analyse der Schnitte

zeigte bei beiden Isoformen von NOS nur eine sehinge Farbung der Zellen (Tab. V), was
auf sehr geringe Mengen von NOS in der Plazentdehitet. Bei dem Vergleich der beiden

Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiedsawen den Gruppen beobachtet werden
(Tab. V).
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INOS NS (n=6) Abort (n=6)
Dezidua 0,25 0,00
Riesenzellen 1,75 2,00
Spongiotrophoblasten 1,25 1,00
Labyrinthzellen 1,00 0,50
eNOS

Dezidua 0,50 0,50
Riesenzellen 3,50 1,50
Spongiotrophoblasten 1,00 1,00
Labyrinthzellen 1,00 1,50

Tabelle V: iINOS und eNOS Expression in verschiedetelltypen der Plazenta und der Dezidua in Abousea (A) im Vergleich mit der
normalen Schwangerschaftsgruppe (NS), dargestsliMedian der Farbintensitat der spezifischen Wégb Die Daten selbst werden als

Median gezeigt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe ddann-Whitneyt Tests ermittelt.

A B

Sp

N '

Sp
~a

Lab

Abbildung 13: Reprasentative IHC-Bilder der Zelgypder Plazenta. A) Labyrinthgewebe (Lab) und Smbrgphoblasten (Sp) welche eine
typische iNOS positive Farbung zeigt (AEC Farbulj) einige eNOS+ gefarbte Spongiotrophoblasten (DR&8bung). Die Pfeile
markieren die positiv gefarbten Zellen.

5.1.4.2 Western-Blot Analyse von iNOS und eNOS

Zur Analyse der iINOS und eNOS Expression in dezdéhta wurde aus der Plazenta ein
Gesamtproteinextrat gewonnen, welches auf eine $a§e aufgetragen wurde. Nach
Trennung der Moleklle wurden die Proteinbanderemg Nitrozellulosemembran Gberfuhrt.
Mit Hilfe von spezifischen Antikorpern fiir INOS urdNOS, gefolgt von einer Inkubation mit
dem zweiten Antikérper und einer anschlielendembakion mit einem ECL-Kit, welches
die Banden von iNOS und eNOS mittels Chemilumineseeuf einem Rdntgenfilm sichtbar
macht, konnte die Starke der Banden und somit demdéd von iINOS oder eNOS in der
Plazenta bestimmt werden.

In der Plazenta von normal-schwangeren Mausenaucgé in der Plazenta von Abortmausen
konnte INOS (130kD) und eNOS (140kD) nachgewieserden (Abb.14). Die Intensitat der
Banden waren insgesamt sehr schwach, was bedelitele vdass nur sehr geringe Mengen

von INOS und eNOS in der Plazenta vorhanden siel ADalyse der Banden zeigte, dass die
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Expression von iNOS und eNOS in der Plazenta voortiusen signifikant reduziert war,

im Vergleich zu normal-schwangeren Mausen (Abb.14).

A) B)
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Abbildung 14: zeigt die positiven Western-Blot Bandals Box plots (Mediane) fiir A) iNOS und B) eN@®bei jeweils links die
positiven Banden aus der Analyse des Homogenisatalesschwangerer Mause zu sehen sind und jewallgselie positiven Banden aus
dem Homogenisat der Abortméuse. Die IntensitatBirden wurde mit Hilfe eines Computerprogramms @leqaant TL Programm)

bestimmt und anschlieRend mit Hilfe des Mann-Whjtble Tests (*:p<0,05) miteinander verglichen.

5.2 Induktion von HO-1 bzw. Hemmung von HO-1 und HG2 in dem Mausmodell fur

einen spontanen Abort

Die bisherigen Ergebnisse deuten daraufhin, dassl1H@Gnd HO-2 im Laufe der
Schwangerschaft eine Rolle spielen. Um die genanltee Ron HO bei einer erfolgreichen
Schwangerschaft zu untersuchen, wurde ein weiBwersuch durchgefuhrt. Ziel dieses
Versuches war es, HO-1 und HO-2 systemisch in daasein hoch- bzw. runterzuregulieren,
um untersuchen zu kénnen, welchen Einfluss HO anfSchwangerschaftsverlauf hat. In der
Transplantationsimmunologie konnte mit Hilfe von -EB, einem bekanntem HO-1
Induzierer, eine verbesserte Akzeptanz des Tranggik Uber einen langeren Zeitraum
erreicht werden (Tulliust al. 2002), weshalb wir vermuten, dass eine erhohteEld@ession
zu einem Schutz des Feten fihrt.
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5.2.1 Verminderte Abortraten in Co-PP behandelten ieren

DBA/2j verpaarte CBA/J Weibchen wurden am 4. Tag 8ehwangerschaft mit Co-PP
(5mg/kg) i.p. bzw. Zn-PP (40mg/kg) i.p. behandely HO-1 hoch- bzw. HO-1 und HO-2
runterzuregulieren. Die normale Schwangerschafts&gld® und die Kontrolle fir den
spontanen Abort erhielten beide eine neutrale Rdffieng am Tag 4 der Schwangerschatft.
Die Mause wurden entweder am Tag 8 oder am Taget4Sdhwangerschaft getdtet. An
beiden Tagen wurden die Abortrate und die Impléomatate der Tiere bestimmt. Die
Analyse der am Tag 14 getoteten CBA/J Weibchen (ABIB\) zeigte, dass die Abortrate der
spontanen Abortgruppe im Vergleich zu der norm&ehwangerschaftskontrolle signifikant
erhoht war, welches die Daten des ersten Tiervhesubestatigte. Die Injektion von Co-PP
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Abaeran Vergleich zu der Abortgruppe, die
eine neutrale Pufferlosung erhalten hatte. Die &btw der Tiere, die mit Zn-PP behandelt
wurden, stieg hingegen im Vergleich zu allen andéeuppen des Versuches signifikant an.
Das bedeutet, dass die Behandlung mit Co-PP vaneigpontanen Abort schitzt, die
Behandlung mit Zn-PP hingegen einen spontanen Abudtiziert. Die Anzahl aller
Implantationen war bei allen Gruppen vergleichbard uzeigte keine signifikanten
Unterschiede, was einen Einfluss der BehandlungleufAnzahl der Embryonen ausschliel3t
(Abb. 15B). Die Abortrate am Tag 8 der Schwangeafickonnte nicht ermittelt werden, da
Aborte erst am Tag 8 der Schwangerschaft auftretehsomit keine Unterschiede zwischen
den einzelnen Implantationen erkannt werden konte. Anzahl der Implantation zeigte

keine signifikanten Unterschiede (Tab. VI).
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Abbildung 15: Die Daten werden als Blox plots (M) dargestellt. A) gezeigt wird die Abortraté/n Die erste Gruppe von links stellt
die normale Schwangerschaftsgruppe (NS) dar. Datevsruppe steht fir den spontanen Abort (A), velmit PBS behandelt wurde. Die
Kontrollgruppe fiir den spontanen Abort zeigt eilgmiikante Erhéhung der Abortrate im Vergleich der Kontrollgruppe, was durch den
Mann-Whitneyt Tests ermittelt wurde *: p<0,05, **: p<0,01, ***:q®,001). Die dritte Gruppe von links stellt die Atgpuppe dar, welche
mit Co-PP behandelt wurde (Co-PP). Im VergleicldeguAbortkontrollgruppe ist die Anzahl der Abortgrsfikant reduziert. Bei der letzten
Gruppe handelt es sich um die Abortgruppe, welch&ZmPP behandelt wurde (Zn-PP). Diese Gruppet 2eig/ergleich zu allen anderen

Gruppen eine signifikante Erhohung der AbortrafeZ® sehen ist die Anzahl der Implantationen aBeuppen

Implantationsrate a) Abort (n=5) b) Co-PP (n=4) Zn-PP (n=3)
9,5 9 8

Tabelle VI: zeigt die Anzahl der Implantationernr Behandelten Gruppen b) und c) im Vergleich zuspentanen Abortgruppe a).
Die Daten werden als Mediane dargestellt. Die $Siigamiz wurde mit Hilfe des Mann-Whitndy-Tests ermittelt.

5.2.2 HO-1 und HO-2 Expression nach Behandlung mfo-PP oder Zn-PP

Die Expression von HO-1 und HO-2 4 bzw. 10 Tagehnder therapeutischen Behandlung
mit Co-PP oder Zn-PP sollte mit Hilfe verschiedeméethoden analysiert werden und
anschlieBend mit den beiden Kontrollgruppen, welohi¢ einer neutralen Pufferlosung

behandelt wurden, verglichen werden.

5.2.2.1 Untersuchungen von HO-1 und HO-2 mittels IB bei Mausen die mit CO-PP

bzw. Zn-PP behandelt wurden

Nach der spezifischen Farbung der histologischeadptaschnitten mittels IHC zeigte sich,

dass die Expression von HO-1 und HO-2 zwischeretierelnen Gruppen vergleichbar war.
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Die Analyse der Plazenta zeigte, dass die Protpmesgion von HO-1 und HO-2 in der

spontanen Abortgruppe, welche mit PBS behandelteyun allen Zelltypen der Plazenta im

Vergleich mit der normalen Schwangerschaftsgrupgeifscant reduziert war (Abb. 16 und

18). Damit wurde das Ergebnis des ersten Tiervasshestatigt.

Die Expression von HO-1 war in den Spongiotrophstigla und den Labyrinthzellen

signifikant erhoht. Bei der Behandlung mit Zn-PFhkte man bei HO-1 in allen Zelltypen

keine Veranderung in der Proteinexpression im \&echl zu den anderen Gruppen
beobachten (Abb.16 und 17ine Behandlung mit Co-PP fiihrte im Vergleich mérd

Abortkontrollgruppe, zu einer signifikant erhéhtErpression von HO-2 in allen Zelltypen

der Plazenta (Abb.18 und 19). Die Expression vonZHngegen war in den Riesenzellen
und in den Labyrinthzellen nach einer BehandlungzaniPP signifikant erhéht (Abb. 18B).
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Co-PF
Zn-PF

NS
Abort
Cc-PF
Zn-PP

Abbildung 16: HO-1 Expression in A) der Dezidua, @n Riesenzellen, C) den Spongiotrophoblasten Dinden Labyrinthzellen,
dargestellt als Farbintensitat der spezifischemii#y. Die Daten selbst werden als Box Plots (Megialargestellt. Die Signifikanz wurd

mit Hilfe des Mann-Whitneyd Tests ermittelt (*:p < 0,05).
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Abbildung 17: Reprasentative IHC-Bilder HO-1 positi Deziduazellen (Dez), Labyrinthzellen (Lab), Bgotrphoblasten (Sp) und
Riesenzellen (RZ) der Plazenta A) Normale Schwesahaft B) Abortkontrolle C) Co-PP behandelte @iB) Zn-PP behandelte Tiere
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Abbildung 18: HO-2 Expression in A) der Dezidua, @n Riesenzellen, C) den Spongiotrophoblasten Dindlen Labyrinthzellen,

dargestellt als Farbintensitat der spezifischei@g. Die Daten selbst werden als Box plots (Megliatargestellt. Die Signifikanz wurde
mit Hilfe des Mann-Whitneyd Tests ermittelt (*:p < 0,05)
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Abbildung 19: Repréasentative IHC-Bilder HO-2 positi Labyrinthzellen (Lab) und Spongiotrphoblas(€p) der Plazenta A) Normale
Schwangerschaft B) Abortkontrolle C) Co-PP behardEkre D) Zn-PP behandelte Tiere

5.2.2.2 HO-1 und HO-2 Western-Blot Analyse

Am Tag 14 der Schwangerschaft konnte bei MausenAdertgruppe, welche mit PBS

behandelt wurden, eine signifikante Reduktion detdhexpression von HO-1 und von HO-
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2 im Vergleich mit der normalen Schwangerschafispeufestgestellt werden (Abb. 20),
welches die Ergebnisse des ersten TierversuchéitigesEine Behandlung mit Co-PP fihrte
bei beiden Formen von HO zu einem signifikantent#gsin der Proteinexpression (Abb. 20
A und B). Eine Behandlung mit Zn-PP fuhrte jedoathty wie erwartet, zu einer Reduktion
der Proteinexpression, was vermutlich am spatetpiekt der Schwangerschatt liegt und die
Mause bereits begonnen haben, den schadlichen Auswien der Zn-PP mit einer erhdhten
Expression von HO-1 entgegen zu wirken. Bei HO-Zirite man keine Unterschiede
zwischen der Abortkontrollgruppe und der mit Zn-Béhandelten Gruppe beobachten, bei
HO-1 kommt es am Tag 14 der Schwangerschaft sagamem signifikanten Anstieg in der

Proteinexpression nach einer Behandlung mit Zn-PP.
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Abbildung 20 zeigt die Ratio von A) HO-1/ Beta-actind B) HO-2/ Beta-actin als Box plot (Medianeje Dhtensitat der Banden wurde mit
Hilfe eines Computerprogramms (Imagequant TL Progng bestimmt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe desaiWh-Whitneyt) Tests.
(*:p<0,05, **: p<0,01) errechnet. Die erste Grupmm links stellt die normale Schwangerschaftsgrupf®) dar. Die zweite Gruppe steht
fur den spontanen Abort (Abort), welche mit PBSametelt wurde. Die dritte Gruppe von links stelk dibortgruppe dar, welche mit Co-
PP behandelt wurde (Co-PP). Bei der letzten Gringpelelt es sich um die Abortgruppe, welche mit PnbBhandelt wurde (Zn-PP).

5.2.2.3 RT-PCR Analyse von HO-1

Um die HO-1 mRNA nachzuweisen, wurde zuerst ausPtezenta mit Hilfe von Trizol die
RNA isoliert. Die RNA wurde anschliel3end in cDNA geschrieben, damit eine Analyse
mittels Real-Time RT-PCR mdglich wurde. Die cDNA e dann zusammen mit einem
spezifischen Primermix fur HO-1, welcher aus Vonsaund Ruckwartsprimer bestand und
einer spezifischen HO-1 Sonde einem Standardinlarsdrogramm unterzogen, um die fur
HO-1 spezifische cDNA zu amplifizieren. Mit Hilfeed Fluoreszenz der Sonde konnte man
dann die Menge an amplifizierter cONA messen. Atgise keeping gensurde -Actin

verwendet. Bei der Analyse der Genexpression v@ilHkonnte man am Tag 14 der
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Schwangerschaft keine statistisch signifikanten eththiede zwischen den Gruppen
beobachten (Tab. VII). Am Tag 8 der Schwangersdt@ihte man in den Tieren, die mit Co-
PP behandelt wurden, im Vergleich zu den Abortlaimrdusen einen leichten Anstieg an
HO-1 mRNA beobachten (Tab. VIII). Die Tiere die dih-PP behandelt wurden, zeigten,
wenn man sie mit den Kontrollabortméausen verglahen Rickgang in der HO-1 mRNA,

welcher jedoch nicht signifikant war.

HO-1 a) NS (n=5) b) Abort (n=6) c¢) Co-PP (n=5)d) Zn-PP (n=5)

0,05513 0,05997 0,04465 0,04423

Tabelle VII: mRNA 2*T von HO-1 im Gewebe der Plazenta. Bi&NA 2*Twird als Median dargestellt. Die Signifikanz wunahét Hilfe
des Mann-Whitneyd Tests ermittelt.

HO-1 b) Abort (n=6) c¢) Co-PP (n=5) d) Zn-PP (n=5)

0,00081 0,00215 0,00012

Tabelle VIII: mRNA 227 von HO-1 im Gewebe der Plazenta. BIRNA 2*"wird als Median dargestellt. Die Signifikanz wuné Hilfe
des Mann-Whitneyd Tests ermittelt.

5.2.3 Th1 und Th2 Zytokinproduktion nach Behandlungmit Co-PP oder Zn-PP

5.2.3.1 Durchflusszytometrie-Analyse der Milz aus iEren des murinen Abortmodells

am Tag 8 der Schwangerschaft

Bei der Praparation der Mause am Tag 8 der Schwsatluygt wurde die Milz gewonnen und
aus dieser Lymphozyten isoliert. Die Lymphozytem ei@zelnen Gruppen wurden gepoolt,
mit lonomycin und PMA stimuliert und mit spezifisah Zytokin-Antikbrpern inkubiert, um
spater im Durchflusszytometer die Zytokinproduktiordiesen Lymphozyten bestimmen zu
konnen.

Der Prozentuale Anteil der CD4ls auch CD8Zellen ist in allen drei Gruppen vergleichbar.
Man kann daher davon ausgehen, dass beide Zelltijpedie Produktion der Zytokine
verantwortlich waren. Es konnte jedoch kein sidpaifiter Unterschied in der
Zytokinproduktion zwischen der Abortgruppe und deshandelten Gruppen beobachtet
werden. Auch die Thl/Th2 Ratio weist keine sigmfiken Unterschiede zwischen den
Gruppen auf (Tab.IX). Dennoch kann man eine leiS#ekung der Th1/Th2 Ratio bei beiden
behandelten Gruppen im Vergleich mit der Kontralfgpe beobachten (Abb. 21)

Zytokine b) Abort (n=3) c) Co-PP (n=5) d) Zn-PP (BF
Milz

TNF- 1,88 0,75 1,9
IFN- 3,31 1,82 1,43
IL-10 0,69 0,6 0,78
IL-4 0,82 0,73 1,11
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CD-Marker

CD4 29,92 27,53 25,18
CD8 0,4 0,39 0,72

CD25 20,63 19,66 17,12
CD4/CD25 0,18 0,11 0,5

Tabelle IX: Th1/Th2 Zytokineproduktion in Abortméars (Ab) im Vergleich mit Co-PP oder Zn-.PP behateteAbortméausen am 8. Tag
der Schwangerschaft. Dargestellt ist der prozéatiateil der positiven Zellen als Median. Die &tsche Signifikanz wurde mit Hilfe des

Mann-Whitneyl Tests ermittelt.
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Abbildung 21: Th1/Th2 Ratio als Box plots (Median&) Abortméausen (A) im Vergleich mit Co-PP oder-B#® behandelten Abortméusen
am 8. Tag der Schwangerschaft. Dargestellt istRdigo von A) TNF-/IL-10 und B) IFNg/IL-4. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des
Mann-Whitneyt Tests ermittelt.

5.2.3.2 Durchflusszytometrie-Analyse der Dezidua uhMilz aus Mausen des spontanen

Abortmodells am Tag 14 der Schwangerschaft

Am Tag 14 der Schwangerschaft wurden aus der Dezishd der Milz die Lymphozyten
isoliert. Nach einer vierstiindigen Stimulation deftlen mit lonomycin und PMA erfolgte die
markierung der Zellen mit spezifischen Antikorpemdittels der Durchflusszytometrie
wurden diese Zellen dann zum einen nach ihren GDshbrtiert und zum zweiten auf ihre
Zytokinproduktion hin untersucht. Ahnlich wie amgr& der Schwangerschaft wurden die
Zytokine von CDZ4 und CD8 Zellen produziert. Es konnte auch kein signifileant
Unterschied in dem prozentualen Anteil von CD4ls auch CD8 Zellen zwischen den
verschiedenen Gruppen feststellt werden. In dee Mér Mause, die mit Zn-PP behandelt
wurden, konnte eine signifikante Reduktion der Eyte TNF-, IFN- und IL-4 im
Vergleich zu den anderen 3 Gruppen beobachtet weiab. X). In der Dezidua hingegen
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zeigten TNF-
Abortkontrollgruppe und der Co-PP behandelten Geupp

IFN- eine signifikante Reduktion im Vergleich zu der

Milz a) NS (n=5) b) Abort (n=5) c) Co-PP d) Zn-PP (n=4)
(n=6)

Zytokine

TNF- 1,36 (d*) 0,92 (d*) 1,63 (d**) 0,49

IFN- 1,09 (d*) 0,81 (d*) 1,06 (d**) 0,29

IL-10 1,02 0,54 1,42 (d*¥) 0,67

IL-4 0,48 (d*) 0,49 (d*) 0,48 (d*) 0,12

CD-Marker

CD4 10,61 7,65 10,21 10,84

CD8 9,53 6,65 7,83 8,16

CD25 1,81 1,51 2,05 0,70

CD4/CD25 1,01 0,78 0,99 0,56

Dezidua a) NS (n=5) b) Abort (n=5) c) Co-PP d) Zn-PP (n=4)
(n=6)

Zytokine

TNF- 1,83 4,25 (d*) 2,85 (d**) 1,07

IFN- 2,46 3,05 (d*) 3,87 (d**) 0,90

IL-10 1,72 2,19 1,90 3,93

IL-4 0,99 1,54 0,95 2,78

CD-Marker

CD4 2,14 2,79 5,43 9,67

CD8 5,46 4,71 17,43 11,28

CD25 1,91 4,52 3,77 9,14

CD4/CD25 2,38 5,85 3,30 3,01

Tabelle X: Th1/Th2 Zytokine Produktion in Abortm&as(Abort) und normalen schwangeren Mausen (NS)Véngleich mit Co-PP oder
Zn-.PP behandelten Abortméausen am 14. Tag der Sdesschaft. Dargestellt ist die prozentuale Ardeil positiven Zellen als Median.
Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des m#&Vhitneyd Tests (*: p<0,05, **: p<0,01) ermittelt.

Bei der Analyse der Th1/Th2 Ratio in der Milz (Al#2) und in der Dezidua (Abb. 23) zeigte
sich, dass die TNF/IL-10 Ratio (Abb. 22A) in der Zn-PP behandelteru@e im Vergleich

zu allen anderen Gruppen in der Milz signifikarduziert war. Bei der Ratio von IFiytL-4

(Abb. 22B) konnten keine signifikanten Unterschiddstgestellt werden. In der Dezidua
konnte ebenso ein Ruckgang der TNR=-10 Ratio in der Zn-PP Gruppe beobachtet werden,
jedoch war dieser nicht signifikant (Abb. 23A). DiEN-¢g/IL-4 Ratio zeigte auch in der
Dezidua keine Unterschiede (Abb. 23B).
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Abbildung 22: Th1/Th2 Ratio der Milz in Abortmausgbort) und normal-schwangeren Kontrollmauges)(im Vergleich mit Co-PP
oder Zn-.PP behandelten Abortméausen am 14. Ta§awevangerschaft. Dargestellt ist die Ratio vorTHJ- /IL-10 und B) IFNg/IL-4
als Box plots (Mediane). Die statistische Sigrafik wurde mit Hilfe des MannWhitney-U Tests (*: p® **: p<0,01) ermittelt.
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Abbildung 23: Th1/Th2 Ratio der Milz in Abortmausgd) und normal-schwangeren Kontrollmausen (N Mergleich mit Co-PP oder
Zn-.PP behandelten Abortméausen am 14. Tag der $gesschaft. Dargestellt ist die Ratio von A) TNH:=-10 und B) IFN¢g/IL-4 als (als
Box plots (Mediane). Die statistische Signifikanarde mit Hilfe des MannWhitney- Tests ermittelt.

5.2.3.3 Real-Time RT-PCR von TNF- und TGF-B am Tag 8 und 14 der
Schwangerschaft

Zur Analyse der TNF- mRNA wurde eine Real-Time RT-PCR durchgefuhrt.riliewurde
aus der Plazenta RNA gewonnen und in cDNA umgesioén. Die spezifische Gensequenz
der cDNA von TNF- wurde dann mit Hilfe entsprechender Primer angéft und mit Hilfe
einer spezifischen Sonde sichtbar gemacht. An heidetersuchten Tagen der
Schwangerschaft konnte eine erhdhte, wenn auch sighifikante Menge an TNF-mRNA
in den Tieren beobachtet werden (Abb. 24 A unddi),mit Co-PP behandelt wurden, wenn
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man sie mit der Abortkontrollgruppe verglich. Diea#lyse der Proben zeigte sowohl am Tag
8 (Abb. 24A) als auch am Tag 14 (Abb. 24B) der Smhgerschaft tendenziell reduzierte
Mengen von TNF- mRNA in den Tieren, die mit Zn-PP behandelt wurdenVergleich zu
den Tieren, die mit Co-PP behandelt wurden. Am ater Schwangerschaft konnten auch
reduzierte Mengen von TNF-mRNA in der Zn-PP Gruppe im Vergleich mit der
Abortkontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 24A)

A) B)
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Abbildung 24: Die Daten von TNF-mRNA 2*7 sind als Box plots (Mediane) dargestellt. Digistischen Analysen wurden mit Hilfe des
Mann-WithneyU Tests durchgefilhrt A) TNF-mRNA 2*" am Tag 8 der Schwangerschaft B) TNF-mRNA 2T am Tag 14 der
Schwangerschatt.

Um einen mdglichen Einfluss von Th3-Zytokinen bzieren Interaktion mit HO im Laufe
eines HO induzieren Schwangerschaftsschutzes a&rsuchen, wurde mit Hilfe der Real-
Time RT-PCR TGF-R untersucht (Tab. IX).

Hierbei zeigte es sich, dass am Tag 8 der Schwselygdt keinen signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen auftraten. Am Tagldd Schwangerschaft konnte man
hingegen signifikant erhdhte Mengen an TGF-I3 indZtePP Gruppe beobachten, wenn man

sie mit der normalen Schwangerschaftsgruppe vérglic

TGF-I a) Abort b) Co-PP c) Zn-PP
(n=5) (n=4) (n=3)
Tag 8 der Schwangerschaft 0,63 0,32 0,82
TGF-I a) NS b) Abort c) Co-PP d) Zn-PP
(n=6) (n=6) (n=6) (n=5)
Tag 14 der Schwangerschatft 0,18 0,25 0,29 1,63 (a*

Tabelle XI: Die Daten von TGF4RRNA 2*" sind als Mediane dargestellt. Die statistischaalgsen wurden mit Hilfe des Mann-
WithneyU Tests (*P < 0,05) durchgefiihrt.
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5.2.4 INOS und eNOS Expression nach der Behandlungpn Abortmausen mit Co-PP
oder Zn-PP

5.2.4.1 Proteinexpression-Analyse von iNOS und eNO@ittels IHC am Tag 14 der

Schwangerschaft

Die Zellen der in Paraffin eingebetteten Plazemteurden auf ihre gruppenspezifische
Expression von iNOS und eNOS hin untersucht. Inggitypen der Plazenta konnte sowohl
bei INOS als auch bei eNOS kein Unterschied zwisaen einzelnen Gruppen festgestellt
werden (Tab. XIll, Abb. 25). Nur die Riesenzellendudie Dezidua zeigten nach der
Behandlung mit Co-PP eine signifikant erhdohte Egpien von iINOS und eNOS im
Vergleich mit der normalen Schwangerschaftsgruppe. bder Kontrollgruppe fir den

spontanen Abort.

INOS a) NS (n=4) b) Abort (n=5) c¢) Co-PP (n=5) dh2P (n=5)
Dezidua 1,75(c*) 2,00(c*) 3,25 2,50
Riesenzellen 0,25 0,00(c*) 0,75 0,75
Spongiotrophoblasten 1,50 1,00 1,25 1,75
Labyrinthzellen 1,00 0,50 1,25 1,00
eNOS

Dezidua 3,75(b*) 1,75(c*) 2,50 2,75
Riesenzellen 0,50(c*) 0,50 1,00 0,50
Spongiotrophoblasten 1,00 1,00 1,75 1,25
Labyrinthzellen 1,00 1,50 1,75 1,25

Tabelle XII: INOS und eNOS Expression in verschregte Zelltypen der Plazenta und der Dezidua, dalifesis Farbintensitat der
spezifischen Farbung. Die Daten werden als Meditamgestellt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des MaWhitneyU Tests ermittelt (*:p
< 0,05).

Dez \ Dez
RZ /

Rz

Sp Sp
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Abbildung 25: Reprasentative IHC-Bilder der PlazenUm iNOS und eNOS optisch auch voneinander zerscheiden, wurden
verschiedene Chromogene zur Visualisierung verwende und B) iNOS positive Riesenzelle (RZ), Dezidelfen (Dez) und
Spongiotrophoblasten an der Feto-maternalen GrekZ€-Farbung, rotliche Farbung) A) Co-PP behated€lere B) Zn-PP behandelte
Tiere. C und D) HO-2 positive Riesenzelle (RZ), Deazellen (Dez) und Spongiotrophoblasten (Sp)BEB#irbung, braunliche Féarbung)
C) Co-PP behandelte Tiere D) Zn-PP behandelte Tiere

5.2.4.2 INOS und eNOS Proteinexpression-Analyse rats Western-Blot am 14. Tag der

Schwangerschaft

Die spezifischen Proteinbanden der beiden Molekilleden nach einem Western-Blot auf
einem Rontgenfilm sichtbar gemacht. Die Ratio wuadis der Intensitat der Banden von
INOS oder eNOS gegen die Intensitat der Beta-ABamden berechnet. Die Western-Blot
Analyse zeigte eine reduzierte Expression von iN@fl eNOS der Abortgruppe im

Vergleich zu der normalen Schwangerschaftsgruppe Hogebnisse vom ersten Tierversuch
konnten jedoch nur zum Teil bestatigt werden, agardduzierte Expression nicht signifikant
war. In den Tieren, die mit Co-PP und Zn-PP behiamdeden, konnte keine Veranderung in
der Expression von iNOS und eNOS beobachtet wepliein 26A und 26B).
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Abbildung 26 zeigt die Ratio von A) eNOS/ Beta-actind B) iINOS/ Beta-actin. Die Intensitat der Bamdeurde mit Hilfe eines
Computerprogramms (Imagequant TL Programm) bestirbiat Daten werden als Box plots (Mediane) dardiesiie Signifikanz wurde

mit Hilfe des Mann-WhitneyJ Tests errechnet.

5.2.4.3 Real-Time RT-PCR von iNOS und eNOS nach d&ehandlung mit Co-PP oder
Zn-PP am 8 und 14 Tag der Schwangerschaft

Um mogliche Unterschiede in der Expression von iN@8 eNOS zwischen Tag 8 und Tag
14 der Schwangerschaft zu untersuchen, wurde ega-Rme RT-PCR durchgefuhrt. Es
konnten keine Unterschiede in der Expression va@SNind eNOS zwischen den Gruppen
am Tag 14 der Schwangerschaft beobachtet werdem. (Kdll). Am Tag 8 der

Schwangerschaft konnte man lediglich in der Co-PRpfe eine leichte Erhéhung der

MRNA von iNOS feststellen.

Tag 8 der Schwangerschaft a) Abort b) Co-PP c¢) Zn-PP
(n=5) (n=4) (n=3)
eNOS / 0,098 0,092 0,098
iINOS / 0,001 0,009 0,002
Tag 14 der Schwangerschaft a) NS a)Abort b)Co-PP c¢)Zn-PP
(n=6) (n=6) (n=6) (n=5)
eNOS 0,041 0,021 0,058 0,129
INOS 0,025 0,030 0,020 0,016

Table XIII: Die iNOS und eNO®IRNA 227 Raten der Plazenta sind als Mediane dargedb@itstatistischen Analysen wurden mit Hilfe
des Mann-Withney Tests durchgefiihrt.
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5.2.5 Beeinflussung der Apoptose nach der Behandigmit Co-PP bzw. Zn-PP

5.2.5.1 TUNEL-Analyse in der Plazenta von Co-PP bzwn-PP behandelten M&usen

Der HO wurden anti-apoptotische Eigenschaften ztige=ben. Um zu untersuchen, ob der
HO induzierte Schwangerschaftsschutz in Verbindumg diesen anti-apoptotischen
Eigenschaften steht, wurde eine TUNEL-Analyse dgebithrt, durch die man die Anzahl der
apoptotische Zellen nachweisen kann. Die Anzahl aleoptotischen Kerne/mm2 wurde
bestimmt, um die Apoptosis-Rate in der Plazentaemmitteln. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnamp@en (Abb. 27A). Es konnten jedoch
Tendenzen beobachtet werden. So war die Anzahl apoptotischen Zellen in der
Abortkontrollgruppe (Abb.27C) im Vergleich zur ncaten Schwangerschaftsgruppe erhoht.
Die Tiere, die mit Co-PP behandelt wurden, zeigieen deutlichen Rickgang des Medians
der Apoptosis-Rate im Vergleich zu den M&ausen deor&kontrollgruppe. Die mit Zn-PP
behandelten Tiere zeigten keinen Unterschied ziAHertkontrollgruppe (Abb. 27D).
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B) C) D)

Abbildung 27: (A) Die Anzahl der apoptotischen 2ellin plazentalem Gewebe. Die Daten sind als BoisgMediane) dargestellt. Die
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitnéy-Tests ermittelt. (B) Negativ Kontrolle bei der keiEnzym-L6sung verwendet wurde. (C)
und (D) zeigen die typischen rot angefarbten apigotoen Zellkerne in der Abortgruppe (C) und desREhbehandelten Gruppe (D)

5.3 HO in dem Mausmodell fur Praeklampsie

Eine weitere sehr ernste Schwangerschaftskompiikast die Préaeklampsie. Die bisherigen
Studien tdber HO und dessen Rolle wahrend diesew&uerschaftskomplikation sind im
Gegensatz zum spontanen Abort sehr widerspriicHialberet al. (2001) konnte nur sehr
geringe Expression von HO-1 bei Frauen mit Préaegtaenbeobachten, Ahmed al. (2000)
hingegen beobachtete signifikant reduzierte Mengem HO-1 in Patientinnen mit
Praeklampsie, im Vergleich zu normal-schwangereué&mn. Zenclusseet al. (2003) konnte
zwar ebenfalls einen Rickgang in der HO-1 Expressieobachten, welcher aber nicht
signifikant war.

Weiterhin existieren keine Daten Uber die HO Exgias im Tiermodell fur Praeklampsie.
Ziel dieses Versuches war es daher, die Rolle vOrirHeinem Mausmodell fur Praeklampsie
zu untersuchen und durch eine Induktion bzw. Radnlkder HO Expression mit Hilfe einer
Behandlung mit Co-PP bzw. Zn-PP zu untersucheriObeinen direkten Einfluss auf die

Symptome der Praeklampsie nehmen kann.

5.3.1 Die Praeklampsie-Gruppe und die normale Schwgerschaftsgruppe zeigen keine

Unterschiede in der Implantationsrate

Balb/c Weibchen wurden mit C57BL/6 Mannchen verpa&m Tag 10 und 12 der
Schwangerschaft wurde die Kontrollgruppe mit PBShadoelelt, die Mause der
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Praeklampsiegruppe (PE) erhielten hingegen 3'xak@vierte Thl Zellen i.v. injiziert. Am

Tag 14 der Schwangerschaft wurden die Mause getditetAnzahl der Implantationen und
die Abortrate dokumentiert und Organe fir weitereersiche gewonnen. Die
Implantationsrate war bei beiden Gruppen gleichchaulie Abortrate zeigte keine
Unterschiede (Abb. 28). Die Aborte, die in Abb. R&largestellt sind, traten am Tag 8 der
Schwangerschaft auf und sind daher nicht mit derelampsie-ahnlichen Symptomen in

Verbindung zu bringen.
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Abbildung 28: Die Daten werden als Box plots (Megipdargestellt. A) Abortrate B) Anzahl aller Impiationen zwischen bei normalen
Schwangerschaft Mausen und bei Mausen mit Pragisi@r@ihnlichen Symptomen. Die statistischen Analygerden mit Hilfe des Mann-
WithneyU Tests durchgefihrt.

5.3.2 Blutdruckverlauf bei Mausen mit Praeklampsiedhnlichen Symptomen

Um untersuchen zu kénnen, ob die Injektion von vaéddien Zellen bei den Mausen
Praeklampsie-ahnliche Symptome auslost, wurde bai Mausen wahrend der gesamten
Schwangerschaft der Blutdruck dokumentiert, wobei Messung des Blutdrucks alle zwei
Tage erfolgte. Bereits drei Wochen vor der Verpagrder Mause wurden diese auf die
Prozedur des Blutdruckmessens hin trainiert, unverhindern, dass durch den Stress der
Blutdruckmessung zu hohe Blutdruckwerte gemessedeme Zum Blutdruckmessen wurde
den Mausen am Schwanz eine Blutdruckmanschettdesytgend der Blutdruck mit Hilfe des
Blutdruckmessgerates von TSE-Systems automatisstinbat. Die Messungen wurden 10-
mal durchgefuhrt, um einen geeigneten Mittelwertezhalten. Im Verlauf der gesamten
Schwangerschaft konnte bei den Tieren der Kontughige ein relativ konstanter Blutdruck,
der etwa bei 125 mmHg lag, beobachtet werden. AmleEter Schwangerschaft hingegen
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konnte ein Rickgang des Blutdruckes beobachtet eme(@dbb. 29). Der Riickgang des
Blutdruckes am Ende einer Schwangerschaft ist notmd kann auf das Anwachsen des
Embryonen zurickgefuhrt werden und der damit veldbaen VergréRerung der Blutgefalle,
wodurch es zu einem geringen Blutdruck kommt. Detutduckverlauf der
Praeklampsiegruppe war bis zum Tag 10 der Schwsciggit mit dem der Kontrollgruppe
vergleichbar. Nach der Injektion am Tag 10 und athkes zu einem signifikanten Anstieg
des Blutdruckes, der bis zum Ende der Schwangdtsubht mehr zurtickging (Abb. 29).
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Abbildung 29: Blutdruckverlauf in mmHg der Kontrgiuppe (untere Kurve) im Vergleich mit dem Blutdcuerlauf der Mause mit
Préaeklampsie-ahnlichen Symptomen (obere Kurve).Sdgmifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitn&y-Tests ermittelt (*:p < 0,05 and
***: p < 0,001. Die Pfeile zeigen Tag 10 und 12 &ahwangerschaft, an denen den Tieren Thl-Zelten BBS injiziert wurde.

5.3.3 Histologische Veranderung in der Niere und dePlazenta bei Mausen mit
Praeklampsie-ahnlichen Symptomen

Zur Analyse von madglichen histologischen Verandgam die durch die Behandlung mit
aktivierten Thl-Zellen auftreten konnten, wurdenhwefid der Préparation der Méause die
Nieren und die Plazenten gewonnen. Die Gewebe wuadschlie3end in Paraffin eingebettet
und geschnitten.

Die 5-7um dicken Schnitte wurden deparaffinisiant tanschlielend wurden die Zellkerne
mit Hamalaun und das Zyotosol mit Eosin gefarbttddrdem Mikroskop wurde dann die
Histologie der Plazenta und der Niere der Kontraligpe (Abb. 30 A und C) mit der
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Histologie der Méause, die mit aktivierten Thl Zalleehandelt wurden (Abb. 30 B und D),
verglichen. Die Untersuchung zeigte, dass es denté Injektion aktivierter Thl Zellen zu
starken Veradnderungen in der Plazenta und der Keere(Abb. 30 B und D). Sowohl in der
Plazenta als auch in den Nieren der Mause mit Rudgsie-adhnlichen Symptomen konnten
Hamorraghien und in der Niere zusatzlich noch eiesorganisation der Glomerulie
beobachtet werden (Abb. 30D).

Die Starke der Veranderungen wurde beispielhaftiiéiflazenta bestimmt. Die Bestimmung
erfolgte blind von zwei unabhangigen Beobachterobav drei Kriterien festgelegt wurden,
um die Veranderungen zu bestimmen: die Flache dendfraghien in der Plazenta, die
Lymphozyteninvasion in der Plazenta und die mompgischen Veranderungen der Plazenta.
Fur die Veranderungen wurde eine Skala von O bigtedigelegt, wobei 0 fur keine
Hamorraghie, keine Lymphozyteninvasion und einemabe plazentale Morphologie steht
und 6 fur die groRte Flache an Hamorraghien, daéssiwste Lymphozyteninvasion und

starkste Veranderung der Morphologie.

a) NS (n=7) b) PE(n=8)
Hamorraghie 1,00 (*b) 4,00
Lymphozyteninvasion 0,50 (*b) 2,00
Morphologische 0,00 (*b) 2,00

Veranderungen

Tabelle XIV: Histologische Verédnderungen in derzel@a A) Normal-schwangere Mause B) in Mausen méteKampsie-ahnlichen
Symptomen, dargestellt als starke der VeranderurigienDaten werden als Median dargestellt. Die Bikpnz wurde mit Hilfe des Mann-
WhitneyU Tests ermittelt (*:p < 0,05)

A) B)

Hémorraghien/
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C) D)

K

Abbildung 30: HE-Farbungen von A) einer Plazenta ainer normal-schwangeren Maus B) einer Plazenta ener Maus mit
praeklampsie-ahnlichen Symptomen C) einer gesulilene einer Balb/c Maus. D) einer Balb/c Mausnielie, mit aktivierten Th1-Zellen
behandelt wurde, um Praeklampsie-ahnliche Symptanseuldsen. Die Hamorraghien, Lymphozyteninfilmatund die Desorganisation
der Glomerulie in den Geweben werden durch Pfedekrart.

5.3.4 HO Expression in Mausen mit Praeklampsie-ahidhen Symptomen

5.3.4.1 HO Expression in plazentalen Zellen

In 5-7um dicken Plazentaschnitten wurde mittele®ispezifischen HO-1 Antikdrpers die
Expression von HO-1 in den verschiedenen Zelltypestimmt. Die Intensitat der Farbung
wurde hierbei als Mald fir die Expression angeseh@ie immunhistochemischen

Untersuchungen zeigten jedoch keine Unterschied#einExpressionsrate von HO-1, wenn
man die beiden Gruppen miteinander verglich (Tabuxd Abb. 31).

HO-1 a) NS (n=8) b) PE (n=6)
Dezidua 0,75 1,25
Riesenzellen 5,5 9,5
Spongiotrophoblasten 1,25 1
Labyrinthzellen 4 4

Tabelle XV: HO-1 Expression in verschiedenen Zplty der Plazenta und der Dezidua, dargestellt albiriensitat der spezifischen

Farbung. Die Daten werden als Mediane dargesiséitSignifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitn&yTests ermittelt.
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A) B)

Abbildung 31: Reprasentative HO-1 Farbung in elePlazenta einer normal trachtigen Balb/c Maud B einer Balb/c Mausplazenta

mit Praeklampsie-ahnliche Symptomen.

5.3.4.2 RT-PCR Analyse von HO-1 in der Plazenta under Dezidua

Um die HO-1 mRNA zu untersuchen, wurde eine RealeTRT-PCR durchgefiihrt. Aus der
Plazenta und der Dezidua wurde die RNA gewonnees®ivurde in cDNA umgeschrieben
und mittels spezifischer HO-1 Primer und Sonde wuti@ spezifische Gensequenz von HO-
1 amplifiziert. Die Ergebnisse zeigten, dass dieNARMenge von HO-1 sowohl in der
Plazenta (Abb. 32A) als auch in der Dezidua (AbBB)3in beiden Versuchsgruppen

vergleichbar ist.

A) B)

. 0,60- .

0,154
= S 0,501
o} 3
o N
— q_) i
'_EL, 0'10_ e 0,40 |:| NS
N * % 030 B Pe
> <
% 0,054 - DE: 0,20
FI| —
®} O 0,10
I T !
0,001
T T T T
n=13 n=8 n=13 n=8

Abbildung 32: Die Daten der HO-lnRNA Z* A) in der Plazenta B) in der Dezidua sind als Btots (Mediane) dargestellt Die
statistischen Analysen wurden mit Hilfe des ManrtiveyU Tests durchgefihrt.
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5.3.5 Th1/Th2 zZytokinproduktion in der Dezidua im Mausmodell fir Praeklampsie

Nach der Stimulierung der isolierten Lymphozytent nionomycin und PMA zur
Zytokinproduktion wurden die Lymphozyten mit sgegihen, fluoreszierenden Antikérpern
markiert und anschlieBend wurde die Anzahl der tposigefarbten Zellen im
Durchflusszyotmeter gemessen. Die Analyse zeigiss dler prozentuale Anteil der beiden
Thl-Zytokine IFN- und TNF- in der Gruppe mit Praeklampsie-ahnlichen Symptomen
signifikant erhéht war, im Vergleich zu den norrsahwangeren Mausen (Abb. 33 A und B).
Bei den Th2-Zytokinen IL-10 und IL-4 konnte ein@ueierte Anzahl positiver Zellen in den
Praeklampsiemausen beobachtet werden, die Reduwkéinjedoch nicht signifikant (Abb. 33

C und D).

A) B)
*k%k
*
12,50 1 100 *
10,00 g 80
5 [] NS
7,50 @ 60 W ee
- w
5,00 - Z 40
+
z =
2,50 - g 20 -
%
p— — < S
0,00 ‘ ‘ 0 l ‘
n=13 n=8 n=13 n=8
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C) D)
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Abbildung 33: Th1/Th2 Zytokine Produktion in der i¢eollgruppe im Vergleich mit den M&usen mit Préagkpsie-ahnlichen Symptomen.
Der prozentuale Anteil der positiven Zellen werdésBox plots (Mediane) dargestellt. A) prozentudleteil der IFN- positiven Zellen B)
prozentualer Anteil der TNF-positiven Zellen C) prozentualer Anteil der IL-p@sitiven Zellen und D) prozentualer Anteil der4L-
positiven Zellen. Die statistische Signifikanz weimit Hilfe des MannWhitney} Tests (*: p<0:05) ermittelt.

5.3.6 Einfluss einer Co-PP oder Zn-PP Applikation af den Blutdruckverlauf im

Mausmodell fur Praeklampsie

Um einen mdglichen Einfluss von HO-1 Hoch- oder ®umegulierung bei Mausen mit
Praeklampsie-ahnlichen Symptomen zu beobachterdenudiese mit Co-PP, um die HO-1
hoch zuregulieren, oder mit Zn-PP, um die Expression HO-1 und HO-2 zu reduzieren,
behandelt. Die Injektion von Co-PP bzw. Zn-PP et®i.p. am Tag 10 der Schwangerschatft.
Die Behandlung der Mause fuhrte bei beiden Grupgleich nach der Injektion zu einem
Anstieg des Blutdruckes, von 116 auf 158 mmHg beP2 und von 136 auf 168 mmHg bei
Co-PP Applikation. Der Blutdruck viel aber beregis 12. Tag der Schwangerschaft wieder
ab (Abb. 34). Die Tiere die mit Co-PP behandelt dem; wiesen am Ende der
Schwangerschaft einen ahnlich hohen Blutdruck waid, die Mause die nur mit Thl-Zellen
behandelt wurden. Die Tiere, die mit Zn-PP behangetden, zeigten einen stark reduzierten
Blutdruck am Ende der Schwangerschaft, der sogeln nater dem der normal-schwangeren
Tiere lag. Das die Applikation mit Co-PP und Zn-Réinen Einfluss auf den Blutdruck
nimmt konnte bedeuten, das die Hamoxygenase beiAdsbildung von Praeklampsie-

ahnlichen Symptomen keine Rolle spielt.
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Abbildung 34: Blutdruckverlauf in mmHg der Kontrgtluppe (rosa), der Praeklampsiegruppe (blau), depge die mit Co-PP behandelt
wurde (grun) und der Zn-PP behandelten Méause (br&ie Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitné&y Tests ermittelt (*:p < 0,05
and ***:p <0,001. Die Pfeile zeigen Tag 10 und B 8chwangerschaft, an denen den Tieren Thl-Ze#len PBS injiziert wurde.
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6. Diskussion

Die Schwangerschaft ist ein physiologischer Zustabdi dem der Fetus von dem
Immunsystem der Mutter als Selbst akzeptiert wobwohl der Fetus zusatzlich zu den
matterlichen auch véterliche Antigene exprimierterDFetus wird daher als allogenes
Transplantat angesehen, wobei Medawar schon 1@ 3ehschiedene Hypothesen aufstellte,
um die Akzeptanz der Feten zu erklaren.

Dennoch kommt es haufig zu Problemen wahrend dew&uwgerschatft, die zum Verlust der
Feten fuhrt. Hierzu zahlen Uterusfehlbildungen, kigoin der Gebarmutter, Infektionen (wie
Roteln oder Toxoplasmose) im Frihstadium der Schemschaft, Medikamente, aber auch
Genussgifte (Goerke 2002). Eine Fehlgeburt kanm abeh immunologischen Ursprungs
sein, bei dem das Immunsystem der Mutter den FdsuBremd erkennt und ihn abstof3t. Der
spontane Abort und die Praeklampsie sind Schwadigaitskomplikationen, bei denen ein
immunologischer Hintergrund besteht.

Beim spontanen Abort wird der Fetus von der Mutibgestol3en, bevor er selbstandig
lebensfahig ist (Pschyrembel 2004). Ein groRereAmter habituellen Aborte kann auf eine
unpassende oder falsche Immunantwort zurickgefirtarden (Coulam 1991). Nur selten
sind habituelle Aborte auf infektiologische, medientose oder genetische Ursachen
zurtckzufuhren. Die genauen Vorgange bei einemtinadl®@n Abort sind jedoch bisher
weitgehend unbekannt.

Boue und Mitarbeiter (1975) und Stephenson (1996yen einen einmaligen Abort bei
Frauen zu 50% auf chromosomale Anomalien der Zygotack. Der spontane Abort wirde
in solchen Féllen eine Art natirliche pranataleels#bn darstellen und eine abnormale
Entwicklung des Feten verhindern.

Die Praeklampsie ist eine hypertensive ErkrankueigSpatschwangerschaft und tritt in der
Regel erst nach der 20. Schwangerschaftswochdaufrauen mit Praeklampsie kommt es
zu einem erhohten Blutdruck und Proteinurie. Nettenmboembolischen Komplikationen
ist die Praeklampsie die haufigste Ursache flnuaernale Mortalitét.

Eine Vorhersage, ob es im Laufe einer Schwangeiftsohainer Praeklampsie kommen kann,
ist bisher nicht moéglich, jedoch sind bestimmteilRitaktoren bekannt. Schulz und Wacker
(2002) sowie Einarsson und Mitarbei{@003) konnten nachweisen, dass Frauen, die bz kur
vor der Empfangnis physische Barrieren als Empféavgnhitung verwendeten, ein hdoheres
Praeklampsierisiko aufwiesen, als Frauen die urgésten Sex hatten bzw. medikamentdse

Verhutungsmittel verwendeten. Das deutet darayfdass bei Frauen aus einer Partnerschaft

-93 -



Andre Sollwedel Diskussion

die kurze Kohabitationszeit aufweisen, ein hohemsiko besteht im Laufe der
Schwangerschatft Praeklampsie zu entwickeln.

Die Ergebnisse von Trupin und Mitarbeiter (1996)legen, dass das Risiko einer
Praeklampsie bei Frauen, welche Zweitgebarende, stadk erhoht ist, wenn die Frau
zwischen der ersten und zweiten SchwangerschaftRégtner wechselt und kurz darauf
schwanger wird. Bei Frauen mit dem gleichen Partmegegen sinkt das Risiko einer
Praeklampsie bei der zweiten Schwangerschatft.

Bei Autoimmunerkrankungen der Frau besteht ebenfain erhdhtes Risiko einer
Praeklampsie. So kommt es bei 25% der Frauen,ndieupus erythematodes erkrankt sind,
zur Ausbildung einer Praeklampsie (Reister und Véa@®02). Weitere Risikofaktoren sind
Diabetes, Frauen mit dem Alter unter 18 und UberR@uen mit einem Kdrpermaldindex
Uber 30 und Mehrlingsschwangerschaften. Die genadenhanismen, wie es zu einer
Praeklampsie kommt, sind jedoch bis heute noch nilfstandig geklart.

Verschiedene Autoren (Ahmeet al. 2000, Barberet al. 2001, Zenclussert al. 2003)
beschrieben bei einer spontanen Fehlgeburt unddéeiPraeklampsie eine verminderte
Expression der Hamoxygenase (HO), jedoch ist diage Rolle von HO bei diesen beiden
Schwangerschaftskomplikationen bisher nicht gereddég. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
daher die Rolle der Hamoxygenase in den beiden ebgenannten
Schwangerschaftskomplikationen genauer untersuetden.

6.1 HO-1 und HO-2 werden am Tag 14 der Schwangersaft in der Plazenta von

Abortmause herunterreguliert.

Um die Rolle von HO bei einem spontanen Abort wsuehen zu kdnnen, wurde auf ein
bereits etabliertes und anerkanntes Mausmodetidiirspontanen Abort zurtickgegriffen. Far
eine normale Schwangerschaft wurden weibliche CB¥&lLse mit ménnlichen BALB/c
Mausen verpaart und fir den spontanen Abort wurderbliche CBA/J Mausen mit
mannlichen DBA/2J Mausen verpaatrt.

Das Modell wurde von Clark und Mitarbeitét980) erstmalig beschrieben und es wurde
vorgeschlagen, dass die hohen Abortraten in depagungskombination CBA/J x DBA/2J
auf die Unterschiede in den Nebenhistokompatildikémplexen von DBA/2J und BALB/c
zurtckzufihren sind (Clanit al. 1980, Chaouagt al. 1988).

Clark und Mitarbeiter (1980) beschrieben, dass die Veyvaa von weiblichen CBA/J
Méausen mit mannlichen DBA/2J Méausen zu Abortratemsehen 20%-50% flhrte. Bei der
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Verpaarung von CBA/J x DBA/2J konnte in dieser Arlggne Abortrate von 20% (Median)
beobachtet werden. Die Abortrate war im Vergleichder Abortrate der Kontrollgruppe
CBA/J x BALB/c, welche bei 0% (Median) lag, sigk#éint erhoht. Unsere Daten decken sich
mit Daten von anderen Autoren weltweit (Clatkal. 1980, HOet al 1994, Gorivodskt al.
1998, Zenclussent al. 2002), wobei die Hohe der Abortrate von der Ant @eerhaltung
abhangig ist.

Um zu analysieren, ob es zwischen den Abortm&uednden normal-schwangeren Mausen
einen Unterschied in der HO-1 und HO-2 Expressid, gvurde die Proteinexpression von
HO-1 und HO-2 in der Plazenta und der Dezidua bettappen untersucht.

Die Immunhistochemische Analyse von HO-1 und HO#gte, dass sowohl in der
Abortgruppe als auch in der Kontrollgruppe im Zysgma aller Zelltypen der Plazenta und
im Zytoplasma der Dezidua HO-1 und HO-2 exprimieurde. Zenclussen und Mitarbeiter
(2002) beschrieben bei Stress- oder Thl-induzien@h DBA/2J verpaarten CBA/J
Weibchen, eine &hnliche Expression von HO-1 undZH®-der Plazenta und in der Dezidua,
was die Daten dieser Arbeit bestatigt.

In der Ratte hingegen konnte man ausschlielliciirophoblastenzellen der Plazenta eine
Expression von HO-1 und HO-2 beobachten. In derddezkonnte keine HO-1 oder HO-2
Expression nachgewiesen werden (lhetral. 1998).

Auch im Uterus und in der Plazenta des Menschemtkoeine Expression von HO-1
nachgewiesen werden (Acevea@bd al. 1998, McLeanet al 2000, Yoshikiet al. 2000).
Verschiedene Autoren beschrieben, dass es bei 8denschaftskomplikationen zu einer
veranderten Expression von HO kommt (Ahne¢@l. 2000, Wang und Yu 2002, Zenclussen
et al. 2003). Zenclussen und Mitarbeit€?003) zeigten, dass die Expression von HO-2 in
Frauen mit spontanem Abort im Vergleich zu nornchivéangeren Frauen stark reduziert
war. Daher ist zu vermuten, dass es auch in den /CBAeibchen des spontanen
Abortmodells zu einer veranderten HO Expressiontkbm

Die immunhistochemische Analyse konnte erstmaligere dass die Expression von HO-1
und HO-2 in allen Trophoblastenzellen, nicht aberder Dezidua von Abortmausen, im
Vergleich mit den Kontrollmausen signifikant rederziwar. lhara und Mitarbeitg1998)
postulierten, dass hauptséchlich die TrophoblaSteden Ham-Metabolismus in der Plazenta
verantwortlich sind, was die Daten dieser Arbedthggen wirde, da es bei den Abortmausen
ausschlief3lich in den Trophoblasten zu einer vesdad HO-1 und HO-2 Expression kommit.
Mittels Western-Blot-Analyse haben wir weiterhinedHO-1 und HO-2 Konzentration in

Gewebe-Homogenisaten der Plazenta semi-quantitatersucht. Auch hier zeigte sich in der
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Plazenta eine signifikante Reduktion der HO-1 ur@-2 Expression in Abortmausen, im
Vergleich zu den KontrollméuseBereits Mantovani und Mitarbeitgl997) beschrieben,
dass zu geringe Mengen an HO fur das Gewebe detdematernalen Grenze schadlich sind,
da es zu einer vermehrten Ansammlung von freiem éeHikammt, welcheper segiftig ist
und gewebeschadigende Eigenschaften aufweist (Ba#la 1991, 1993, 2003). Die erhdhten
Abortraten sind mdoglicherweise auf zu viel freiednke zurtickzufuhren. Zenclussen und
Mitarbeiter (2002) postulierte hierzu folgendesisario: Durch die geringe Konzentration
von HO an der feto-maternalen Grenze wird freiemel&uinzureichend abgebaut. Als Folge
dessen kommt es zur Schadigung von Endothelzetidnzu einer erhéhten Expression von
Adhasionsmolektlen in diesen Zellen, was zu eimbblgen Menge an Thl-Zellen fihrt.
Durch die erhdhte Anzahl an Thl-Zellen kommt esveiteren oxidativen Schaden.

Durch die geringere Expression von HO-1 und HO-@wka es zudem zu einer verminderten
Bildung von CO, Bilverdin und freiem Eisen, weldeim Abbau von Hame entstehen. Allen
drei Metaboliten werden schitzende Eigenschaftemgesagt (Stockest al. 1987, Marks
1991, Satcet al. 2001, Vedernikowet al. 1989), sodass auch hier ein Grund fur die erhdhten
Abortraten zu suchen wére. Diese Hypothese wuirddeuien, dass die verminderte
Expression von HO-1 die Ursache fir den erhdhtearidist und kénnte somit genetischen
Ursprungs sein. In diesem Zusammenhang konnte eidsbeitsgruppe (Wollenbegg al.in
Vorbereitung) nachweisen, dass DBA/2J Manncherem Testis hohere HO-1 mRNA Werte
aufweisen als BALB/c Mannchen. Die F1 Generation\derpaarung weiblicher CBA/J mit
mannlichen DBA/2J kénnte somit eine genetisch lggdinverminderte HO-1 Expression
aufweisen, die zu den hohen Abortraten fuhrt. Wheite beschrieben Denschlag und
Mitarbeiter (2004), dass HO-1 die Ursache fur d&orsein kann. Die Autoren zeigten, dass
es bei Frauen mit einem habituellen Abort zu einealymorphismus des HO-1 (GT)
Mikrosatelliten kommt, was zu einer verminderten-H@xpression fihrte.

Es muss jedoch noch geklart werden, ob die vermiadexpression von HO-1 die Ursache
oder die Konsequenz des murinen Abortes ist. &steliluzierte HO-1 Expression die Ursache
des Abortes, so kdnnte man postulieren, dass athgiion der HO-1 den Feten vor einem

spontanen Abort schitzen kann.
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6.2 Erhohte Th1l/Th2 Ratio in der Dezidua von Mausenmit spontanem Abort im

Vergleich zu normal-schwangeren Mausen am Tag 14 d&chwangerschaft.

Erfolgreiche Schwangerschaften wurden mit einerOletidn Th2-Zytokinproduktion in
Verbindung gebracht (Liret al. 1993, Joachinet al. 2002). Die Mechanismen, die dieser
Beobachtung zugrunde liegen, sind aber bisher in REproduktionsimmunologie nicht
geklart. Zur Analyse der Thl- und Th2-Zytokinproduktion inZ€llen aus der Milz und der
Dezidua wurden die T-Zellen mittels Durchflusszystre untersucht.

Die Analyse der Daten zeigte, dass wenn man dieekian Zytokine untersucht, es weder
systemisch noch lokal zu einer veranderten Zyfmkiduktion in Abortmausen im Vergleich
mit den Kontrollmé&usen kommt. Bei der Analyse dei/Th2 Ratio zeigte sich, dass es in der
Dezidua der Abortmause zu einer signifikanten Edmghder TNF-/ L 10 Ratio kam.
Aufgrund dieses Ergebnisses kann man vermuten, dask®ei einem Abort zu einer
verminderten Th2 Antwort kommt, was sich mit delgébmissen anderer Studien deckt. Die
Studien zeigten, dass ein spontaner Abort durah e@nminderte Th2-Zytokinproduktion und
erhohte Mengen von Thl Zytokine charakterisiert (t#aimoviciet al. 1991, Piccinniet al.
1998, Raghuphatgt al. 2000, Zenclusseet al. 2003).

In der Transplantationsimmunlogie konnte nachgesviaserden, dass eine veranderte HO-1
Expression einen Einfluss auf die Th1/Th2-Zytokotarktion hat. Eine erh6hte Expression
an HO-1 fuhrte bei Nierentransplantaten zu einemmusderten Thl Zytokinproduktion
(Tullius et al. 2002). Eine ahnliche Beobachtung konnten auch WuabMitarbeiter(2000)

im Mausmodell fur graft-versus-host-disease (GVHBgchen, wo es nach einer erhéhten
HO-1 Produktion zu einer verminderten IFNRroduktion kam. Ke und Mitarbeiter (2000)
konnten beweisen, dass eine erhdhte Th2-Zytokimyktoxh bei Herztransplantationen in
Zusammenhang mit einer erhéhten Expression von t@ti.

Da der Fetus als intrauterines Allotransplantatesegen wird, kann man vermuten, dass es
im Laufe der Schwangerschaft &hnlich wie bei deeeftanz von Transplantaten zu einer
Interaktion zwischen HO-1 und der Th1/Th2-Zytokioguktion kommt. So konnten Acevedo
und Mitarbeiter (1998) zeigen, dass es im Lauferemormalen Schwangerschaft, welche mit
einer erhéhten Th2-Zytokinproduktion in Verbinduyepracht wird (Liret al. 1993, Joachim
et al. 2002), zu einem signifikanten Anstieg der HO-1 #gsion kommt. Bei
Schwangerschaftskomplikationen  hingegen, welche méiner erhdohten Thl-
Zytokinproduktion assoziiert wird (Liet al. 1993, Clarket al. 1999), konnte ein signifikanter
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Ruckgang der HO-1 Expression beobachtet werden é&lhenh al. 2000, Zenclusseet al.
2003).

6.3 In Abortmausen kommt es in der Plazenta und debDezidua zu einer verminderten

Expression von iINOS und eNOS am Tag 14 der Schwangehaft

Verschiedene Autoren postulierten eine Wechselwigkawischen dem NOS-System und
dem HO-System (White und Marletta 1992, McMilletral. 1992, Wanget al. 1994, Maines
1997, Dattaet al. 2002). Stickstoff scheint besonders zu BeginnStdrwangerschaft eine
Rolle zu spielen. Zu diesem Zeitpunkt kommt es kuech6hte Mengen von NO zu einer
Entspannung der glatten Muskulatur und des Myommasi was eine Implantation der
Blastozyste erleichtern sollte (Purcetlal. 1999). Aber auch am Ende der Schwangerschaft
scheint NO eine wichtige Rolle zu spielen (Slaéelal. 1997, Purcelket al. 1999, Chwalisz
und Garfield 2000). Die Expression von iNOS und &N der Plazenta konnte in
verschiedenen Spezies beobachtet werden (Catadb997, Myatt et al. 1997, Purcelet al.
1997, Purcellet al. 1999). Purcell und Mitarbeiter(1999) konnten innerhalb des
Implantationsfensters in der Maus die Expression \WOS und eNOS beobachten, was
vermuten lasst, dass NOS und NO vor und wahrendng@antation in der Maus eine Rolle
spielen. Die Ergebnisse von Gagioti und Mitarbg(B€00) belegten, dass bei 3,5 Tage alten
murinen Blastozysten, aber auch in Blastozystem,7@ Stunden in Kultur gehalten worden
waren, kein INOS oder eNOS exprimiert wird. Dieg@dibedeuten, dass die von Purcell und
Mitarbeiter (1999) beobachteten INOS und eNOS BEsgom nicht vom Blastozysten selbst
ausgeht, sondern durch andere zellulare QuelleolgerfWeiterhin zeigten Purcell und
Mitarbeiter, dass INOS und eNOS in Trophoblasten Bag 7,5 der Schwangerschaft
exprimiert werden. Im Rahmen dieser Doktorarbeitirke gezeigt werden, dass am Tag 14
der Schwangerschaft INOS und eNOS in allen Zelllyper Plazenta und der Dezidua
exprimiert werden.

Mit Hilfe der immunhistochemischen Analyse konnéelgch nur eine schwache Farbung
gezeigt werden, was auf geringe Protein-Mengen @% ldm 14. Tag der Schwangerschaft
hindeutet. Die Ergebnisse decken sich mit den 8tugion Casado und Mitarbeiter (1997)
und Gagioti und Mitarbeitg2000). Diese Autoren wiesen in der Plazenta vameRanur sehr
geringe Mengen an iINOS und eNOS nach. WeiterhimteanGagioti und Mitarbeitg2000)
zeigen, das am Tag 7,5 der MausschwangerschafiNdd und eNOS-Expression von

Riesenzellen sehr schwach waren, was ebenfallgexuige Protein-Mengen von iNOS und
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eNOS hinweist. Die Untersuchung von iNOS und eN@®Sler Plazenta und der Dezidua
mittels Western-Blot-Analyse bewies im Rahmen diesdeit, dass es in den Tieren mit
einer erhohten Abortrate zu einer verminderten Esgion von INOS und eNOS kommt.
Urban und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass in Deaidund Trophoblastenzellen von Frauen
mit einem spontanen Abort im Vergleich zu Fraueig die Schwangerschaft kinstlich
abbrachen, die Expression von iINOS vermindert Waraus lasst sich schlie3en, dass die
Expression von iNOS, besonders fur den Zeitraum lagrlantation, eine wichtige Rolle
spielt.

Ein spontaner Abort beim Menschen beendet meisBdmvangerschaft, da bei der humanen
Schwangerschaft im Durchschnitt nur ein Fetus dusgen wird. Mausen hingegen tragen
durchschnittlich 6-8 Feten aus. Aufgrund der hoAemahl der Feten kommt es nach einem
Abort in der Maus nicht zu einem Abbruch der Schyeachaft. Die Aborte werden von der
trachtigen Maus resorbiert und der verblieben gesarireten werden ausgetragen.

Man konnte somit postulieren, dass die vermindérgeression von iNOS und eNOS, die am
Tag 14 der Schwangerschaft in Abortmausen beobactiede, bereits wahrend dem
Zeitraum der Implantation einen Einfluss auf dieoAlate in den Mausen haben kénnte.
Lyoumi und Mitarbeiter (1998) =zeigten, dass die Hamg von NOS bei akuten
Entztndungsreaktionen zu einer Verminderung der IH@RNA in der Leber fuhrt. Die
Autoren postulierten, dass in der Leber von RattencGMP-Signalweg die HO-1 mRNA
Expression kontrolliert. Ein &hnlicher Zusammenh&ognte auch in dieser Arbeit gezeigt
werden, wo es in der Plazenta von Abortmausen somokiner Reduktion von iNOS und
eNOS als auch zu einer Verminderung der HO-1 uned2HEXpression kam. Somit konnte in
der Plazenta von Abortmausen, in Anlehnung an dieoflie von Lyoumi und Mitarbeiter
(1998), HO durch den cGMP-Signalweg und somit igherExpression von NOS kontrolliert

werden.

6.4 Die Behandlung mit Co-PP reguliert HO-1 hoch ud fuhrt zu verminderten

Abortraten

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigtenssdarachtige CBA/J Mause der
Abortgruppe (mit DBA/2J verpaart) in der Plazenigndikant weniger HO-1 und HO-2
exprimieren, als die Kontrollgruppe (siehe 6.1.81 s wurde postuliert, dass eine erhéhte

HO-1 Expression den Feten vor einem Abort schiikbemte.
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Bei Nierentransplantationen in der Ratte konnteemgaverden, dass eine erhdhte Expression
von HO-1, welche durch eine Behandlung mit Co-PRei@nt wurde, eine frihe
inflammatorische Reaktion gegen das Transplangak sterminderte und so die chronische
AbstoRung der Transplantate verhinderte (Tukitial. 2002). Martins und Mitarbeiter (2005)
beschrieben in dem gleichen Transplantationsmodeks es in den dendritischen Zellen
durch die erhéhte Expression von HO-1 zu einerivgerten Anzahl an CD4und CDS§ T-
Zellen, aber auch zu einer verminderten ExpressionMHC Klasse Il Antigenen kommt. In
Lebertransplantationen fuhrte die Behandlung mitRPo ebenfalls zu einer verbesserten
Akzeptanz des Transplantates (Katet al. 2001, Redaelli et al. 2002). Bei
Herztransplantationen in der Ratte konnte gezeegtlen, dass die Expression von HO-1, die
durch eine Co-PP Applikation induziert wurde, dudid Zugabe von Zn-PP, einem Inhibtitor
von HO-1 und HO-2, wieder reduziert werden konrkatgri et al. 2002). Dies fuhrte zu
einer verminderten Akzeptanz des Transplantatdiu3wnd Mitarbeiter (2002) beschrieben
ebenfalls nach der Behandlung mit Zn-PP eine vedertie HO-1 Expression in Mausen mit
Nierentransplantaten.

Um zu untersuchen, ob eine Behandlung mit Co-PP AdePP einen ahnlich schitzenden
bzw. negativen Effekt auf die Abortrate hat wie alrfansplantate, wurde das murine
Abortmodell verwendet.

Die immunhistochemische Analyse (IHC) zeigte, ddSs1 und interessanterweise auch HO-
2 in den Trophoblastenzellen der Co-PP behanddliere signifikant hochreguliert waren.
Co-PP wurde bisher nur als Induktor von HO-1 basblen (Katoet al. 2001, Redaellet al.
2002, Tulliuset al. 2002), sodass keine erhdhte Expression von HO-@rmarten war, da
HO-2 konstitutiv exprimiert wird. Zenclussen undtsbeiter (2002 und 2003) beobachteten
in der Plazenta von schwangeren Frauen mit spomtai®ort und in Mausen mit einem Thl
induzierten oder durch Stress ausgeldsten Aboringarte Mengen an HO-2. Die Daten
dieser Arbeit lassen vermuten, dass HO-2 in dexeRPla nicht nur konstitutiv exprimiert
wird, was auf eine schutzende Funktion dieses Midelan der feto-maternalen Grenze
hindeuten konnteWeiterhin zeigte die IHC Analyse, dass es in derzifea zu keiner
veranderten Expression von HO-1 und HO-2 nach adraBdlung mit Co-PP kommt. Dies
l&sst vermuten, dass die Dezidua beim Ham-Metabhaksan der feto-maternalen Grenze und
bei der Ausbildung eines Abortes keine Rolle spieDie Western-Blot-Analyse zeigte
ebenfalls, dass die Behandlung von Abortmausen @oHPP in der Plazenta zu einer
signifikant erhohten Expression von HO-1 und HOthrf. Bei der RT-PCR Analyse
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hingegen konnten keine signifikanten Unterschiededer HO-1 mRNA zwischen den
einzelnen Gruppen beobachtet werden.

Die Behandlung mit Co-PP fuhrte zu einem signiftesin Rickgang der Abortrate im
Vergleich zu der Abortkontrollgruppe. Aufgrund dasherigen Daten, kann der Rickgang
der Abortrate in dieser Gruppe direkt auf eine bBt@oExpression von HO-1 und HO-2
zurtckgefuhrt werden.

Ahnliche Beobachtungen konnten in einem anderener@xgntellen Ansatz unserer
Arbeitsgruppe gemacht werden, indem die Behandlwoeg Abortmdusen mit dem
Adenovirus AdHO-1/GFP zu einer signifikanten Redukider Abortrate fuhrte.

Dies bestétigt, dass die HO-1 Hochregulation ddng=eor einem spontanen Abort schiitzen
kann.

Die Behandlung mit Zn-PP, einem HO-1 und HO-2 Hemrfighrte zu einer stark erhéhten
Abortrate. Somit konnte in dieser Arbeit abermaézeajgt werden, dass eine verringerte
Expression von HO-1 nicht mit einer erfolgreichesh®angerschaft in Verbindung gebracht
werden kann. Anders als durch die Hypothese ertydamnte man jedoch am Tag 14 der
Schwangerschaft in den Zn-PP behandelten Tieren Viengleich zu der normalen
Abortgruppe, keine reduzierten Mengen an HO-1 ur@-2Hbeobachten. Im Gegenteil,
sowohl die immunhistochemische Analyse als auch/destern-Blot Analyse zeigten in der
Plazenta erh6hte Mengen an HO-1 und HO-2.

Eine mdgliche Erklarung fir diese Beobachtungenraetiten Rodgers und Mitarbeiter
(1996). Die Autoren beschrieben, dass die HemmuargHD-Aktivitat durch eine Zn-PP-
Behandlung in neugeborenen Ratten nur 1-4 Tagelknind anschlieRend wieder anstieg.
Das untersuchte plazentale Gewebe stammte vom ZagrlSchwangerschaft, d.h. 10 Tage
nach der Zn-PP-Behandlung. Die erhohten Mengen @ALHInd HO-2 am 14ten Tag der
Schwangerschaft kénnten dadurch erklart werdens das Immunsystem der Tiere nach
Ablauf der Wirkung von Zn-PP begann, die negatitdfekte der Zn-PP-Behandlung mit
einer Erhdhung der HO-Expression wieder zu nesteagn.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden einigédeandelten Tiere bereits am Tag 8 der
Schwangerschatft, also 4 Tage nach der Behandlungmy#P, getotet und in der Plazenta die
HO-1 Expression untersucht.

Am Tag 8 der Schwangerschaft ist die Entwicklung Bé&zenta noch nicht vollstandig
abgeschlossen und unterscheidet sich daher mogphctovon einer Plazenta am Tag 14. Die
Immunhistochemische Analyse des plazentalen Gewebes Tag 8 der Schwangerschaft

ergab keine HO-1 Expression in dem Gewebe. Da feglecschiedene Autoren im Laufe der
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gesamten Schwangerschaft eine Expression von H@H®O-2 beschrieben haben (Ihata
al. 1998, Odrcichet al. 1998 Lyall et al. 2000), deutet das Ergebnis eher auf technische
Probleme hin, als das bei den Tieren kein HO exprimwvird. Bei der Western-Blot Analyse
konnte man ebenfalls aufgrund technischer Probleene HO nachweisen, daher konnte die
Expression von HO-1 am Tag 8 der Schwangerschaftdomch eine mRNA Analyse
untersucht werden.

Die mRNA Analyse von HO-1 in plazentalem Gewebe vibegy 8 der Schwangerschaft, also
4 Tage nach der Behandlung mit Co-PP bzw. Zn-PRtezéeicht verminderte, aber nicht
statistisch signifikante Mengen an HO-1 mRNA in dEieren, die mit ZnPP behandelt
wurden im Vergleich zu der Abortkontroligruppe. Dilenge an HO-1 mRNA in den Tieren,
die mit Co-PP behandelt wurden, ist dagegen erhoht.

Die Menge an HO-1 mRNA am Tag 8 der Schwangersolaft zwar nicht signifikant
reduziert, dennoch bestétigen diese Daten die sigfifje Hypothese. Nach dem Abklingen
der Hemmung von HO-1 und HO-2, induziert durch édedandlung mit Zn-PP, versucht das
Immunsystem der Tiere durch eine erhdhte ExpresssonHO den negativen Effekten der
Behandlung entgegenzuwirken.

Die Analyse der HO-1 und HO-2 Expression lasst sahe Schlussfolgerung zu, dass zum
einen eine erhthte Expression von HO im Laufe adm@ngerschaft den Fetus vor einem
spontanen Abort schiitzt und zum anderen, dassiegthu¥engen von HO schadlich fur das
Uberleben des Feten sind und einen spontanen Klydern. Im Folgenden werden mogliche

Mechanismen anhand von Ergebnissen diskutiert.

6.4.1 Der therapeutische Effekt von Co-PP scheintiecht durch eine Veranderung der
Th1/Th2/Th3 Antwort induziert zu werden

Wie bereits gezeigt werden konnte, ist der sponébwt, welcher in der Plazenta durch eine
stark verminderte HO-1 Expression am Tag 14 demw@nberschaft gekennzeichnet ist,
durch eine erhdhte TNF- L 10 Ratio charakterisiert (siehe 6.1.1).

Weiterhin wurde beschrieben, dass eine Behandluh@oaPP zu einer erhdhten Expression
von HO-1 und zu einer verminderten Abortrate fuBg.ist bisher jedoch unklar, wie sich die
Behandlung von Abortmausen mit Co-PP auf die Thd Ti2-Zytokinproduktion auswirkt.

Die Analyse der Th1/Th2 Ratio zeigte diesmal jedkeime signifikanten Unterschiede in der
TNF- / L 10 Ratio zwischen der Abortgruppe und der nornmaechwangerschaftsgruppe,
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sondern nur die Tendenz einer verminderten Raties Ronnte auf die kleinere Anzahl an
Proben zurickzufihren sein, die mittels Durchflyssnetrie untersucht wurden.
Um zu untersuchen, ob der durch die CO-PP-Behagdhduzierte HO-1 vermittelte Schutz
einen Einfluss auf die Immunantwort hat, wurdenhnaer Stimulation mit PMA und
lonomycin in den Lymphozyten der Milz und der Demdlie Thl Zytokine INF-und TNF-

, die Th2 Zytokine IL-4 und IL-10 untersucht.
Interessanterweise zeigte die Analyse der Datesg dee Behandlung von Abortmausen mit
Co-PP im Vergleich mit der Abortkontrollgruppe od#sr normal-schwangeren Gruppe zu
keiner veranderten Th2-Zytokinproduktion fuhrt. merminderte Abortrate in den Mausen,
die mit Co-PP behandelt wurden, kann durch eine IH@duzierte Th2 Antwort erklart
werden.
Die Untersuchung der Thl-Zytokinproduktion ergalkerdblls keine Unterschiede in den
Tieren, die mit Co-PP behandelt wurden im Vergledohnormal-schwangeren Mausen oder
PBS-behandelten Abortmausen. Die Analyse der TMRRNA mittels RT-PCR zeigte, dass
in den Tieren, die mit Co-PP behandelt wurden, ethéhte Menge an TNFMRNA sowohl
am Tag 8 als auch am Tag 14 der Schwangerschalfteirgleich zu den Kontrollgruppen
nachgewiesen werden konnte. Die Daten dieser Asbaliten somit im Gegensatz zu den von
Tullius und Mitarbeiter (2002) beschriebenen Bedlbatgen, dass es nach der Behandlung
mit Co-PP bei Mausen mit Nierentransplantaten nerai Riickgang der TNF-Produktion
kommt. Die Daten deuten darauf hin, dass die Bdhagdmit Co-PP in dem Pre-
implantationsfensterzwar zu einer erhéhten Expression von HO-1 flHyeranicht zu einer
verminderten Th1/Th2 Zytokinproduktion. In eineu&ie von M. Zenclussen und Mitarbeiter
(2006) konnte nachgewiesen werden, dass CBA/J Weirhalie nach einer Verpaarung mit
DBA/2J Ménnchen mit dem Adenoviruskonstrukt AdH@EP behandelt wurden,
reduzierten Abortraten aufweisen. Die Autoren axigtweiterhin, dass die HO-1
Hochregulation zu einer erhdhten Th2-Zytokinprodwktin der Milz und in der Dezidua
fuhrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen somitdegensatz zu denen von M. Zenclussen
und Mitarbeiter (2006). Eine Erklarung fur die ustdiedliche Th2-Zytokinproduktion
kénnte die Art der HO-1 Induktion darstellen. Ber dHO-1 Gentherapie (M. Zenclussen
al. 2006) kommt es ausschlief3lich zu einer HO-1 IndnktSomit kann nur die veranderte
HO-1 Expression einen Einfluss auf die Zytokinprkitan nehmen. Bei der Co-PP-
Applikation handelt es sich um eine therapeutisBebandlung, bei der neben HO-1 auch
andere Molekule beeinflusst werden. Daher ist dawszugehen, dass auch andere Molekile

aktiviert oder gehemmt werden, die einen Einflugsdee Zytokinproduktion haben.
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Eine weitere Mdglichkeit, wie eine erhdohte HO-1 Eegsion Einfluss auf das Immunsystem
der trachtigen Tiere nehmen konnte, waren die TyiBkine, z.B. TGF- . Die Analyse von
TGF- erfolgte ausschlief3lich mittels RT-PCR. Die mRNAalyse von TGF- zeigte, dass
am Tag 14 der Schwangerschaft die mit Co-PP behlandEiere keine Unterschiede in der
TGF- mRNA Menge im Vergleich zu den Kontrollgruppen wigisen. Daher ist zu
vermuten, dass TGF-auf die verminderte Abortrate keinen Einfluss lae Regulation von
TGF- erfolgt jedoch auch posttranskriptional, z.B. durBteroide (Kimet al. 1994),
wodurch aufgrund der vorhandenen Daten nicht aacfdessen werden kann, dass TGF-
doch einen Einfluss auf die Abortrate hat. Darlbi@aus zeigten Dunker und Krieglstein
(2002), dass TGF-fur das Uberleben der Embryonen absolut notweistlig

Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass trotz einer erhdhten Thil-
Zytokinproduktion zu einer verminderten Abortratenknt, was gegen das starre Th1/Th2
Paradigma spricht.

Die Behandlung von Abortmausen mit Zn-PP fuhrtdhabhen Abortraten. Interessanterweise
konnte man aber in diesen Tieren in der Milz unden Dezidua eine verminderte Menge an
IFN- und TNF- beobachten. Auch die Analyse der TNH:--10 Ratio zeigte einen
Ruckgang der Ratio in den Tieren, die mit Zn-PPabelelt wurden. Bates (2002) beschrieb
zwar im Zusammenhang mit habituellen Aborten beauEn eine verminderte IFN-
Produktion, doch konnte er, anders als in diesdée\rerhbhte Mengen an Th2-Zytokinen
beobachten. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehentsamWiderspruch zu den meisten
anderen Studien, die bei spontanen Aborten erhBlgegen von Thl-Zytokine oder ein
Ungleichgewicht der Th1/Th2 Ratio beobachten kenrftinetal. 1993, Wegmann 1993).
Die Studien von Rodgers und Mitarbeiter (1996) ¢pefe das die Wirkung von Zn-PP nach
der Behandlung in der Leber von neugeborenen RateTage anhalt, somit konnte die am
Tag 14 der Schwangerschaft beobachtete Immunantoe indirekte Folge der Zn-PP
Behandlung sein, ahnlich wie es bereits im Zusanmaweg mit der leicht erhohten HO-1
Expression in den Abortmausen, die mit Zn-PP bedlandurden (siehe 6.1.4), postuliert
wurde. Die verminderte Expression von Thl-Zytokindbnnte eine Reaktion des
Immunsystems der Mause auf die Zn-PP-Behandlung, sem so den negativen
Auswirkungen der Applikation entgegenzuwirken. Uneseé Hypothese zu untersuchen,
wurde die Th1/Th2-Zytokinproduktion am Tag 8 dehWangerschaft, also 4 Tage nach der
Behandlung mit Zn-PP, analysiert.

Die TNF- und INF- Mengen in der Milz der Tiere, die mit Zn-PP behalhdvurden,

zeigten am Tag 8 der Schwangerschaft keinen Umiesczu den Kontrollmausen. Die
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Analyse der TNF-/IL-10 Ratio zeigte am Tag 8 der Schwangerschat diendenz zu einer
verringerten Th1/Th2-Ratio in den Tieren, die mit-EZP behandelt wurden. Die Analyse der
TNF- mRNA mittels RT-PCR zeigte am Tag 8 der Schwardpafs ebenfalls reduzierte
MRNA Mengen an TNF-in den Tieren, die mit Zn-PP behandelt wurdenViengleich zur
Kontrollgruppe. Diese Beobachtung deutet darauf déiss das Immunsystem der Mause sehr
schnell auf die Zn-PP Applikation reagiert.

Eine Analyse des Th3-Zytokins TGF-zeigte am Tag 14 der Schwangerschaft einen
signifikanten Anstieg der TGFmMRNA in den Tieren, die mit Zn-PP behandelt wurddan
kénnte somit auch hier vermuten, dass das Immussysier Maus auf die Behandlung mit
Zn-PP reagiert und dessen negative Effekte mittel®hter Mengen an TGF-mRNA
neutralisiert. Da TGF- aber hauptsachlich posttranskriptional reguliardwist eine genaue
Aussage Uber die Funktion von TGRiicht mdglich und es sollte eine Analyse der TGF-
Proteinexpression folgen.

Die Daten zeigen, dass es trotz erh6hter Abortrateginer erhéhten Th2-Zytokinproduktion
kommen kann, was dem Th1/Th2/Th3 Paradigma widietgpr

Die Ergebnisse der Arbeit lassen zudem vermutess tai einer Co-PP Applikation andere
Faktoren als HO-1 einen Einfluss auf die Thl/ThZidR&aben und dass die verminderte
Abortrate in diesen Tieren nicht mit den Verdndgemder Th1/Th2/Th3-Zytokinproduktion

zusammenhangt.

6.4.2 Eine erhohte HO-1 Expression nimmt keinen Eftuss auf CD4CD25' Zellen

Einen wichtigen Toleranz-Mechanismus in der Traasgtionsimmunologie und auch

wahrend der Schwangerschaft stellen die regulatwis T-Zellen (Treg-Zellen) dar

(Zenclussen 2006). Die CD@D25" Treg-Zellen spielen bei der Unterdriickung einer
Immunantwort gegenuber Fremdantigenen und bei dealting der Toleranz gegeniber
Selbst-Antigenen eine zentrale Rolle. Sie sind ddheder Lage, immunpathologische

Antworten, wie sie bei Autoimmunkrankheiten odetefdien auftreten, zu hemmen und sind
an der Akzeptanz von Transplantaten beteiligt (Malond Powrie 2001, Wood und

Sakaguchi 2003).

Die Wirkung der Treg-Zellen wird normalerweise z@men Uber einen direkten Zell-Zell-

kontakt und zum anderen durch die Produktion lislidMediatoren vermittelt (Maloy und

Powrie 2001, Kingsleet al. 2002), wobei die genauen zugrunde liegenden Mesimam

immer noch nicht geklart sind.
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In dem murinen Abortmodell konnte gezeigt werdeagssddie Anzahl der Treg-Zellen in den
Abortmausen im Vergleich zu normal-trachtigen Méausignifikant reduziert ist (Zenclussen
et al. 2005). Weiterhin konnten die Autoren zeigen, dissTransfer von CD€D25" Zellen
aus schwangeren CBA/J, die mit BALB/c Mannchen aarpwurden, in der Lage war, die
Abortrate signifikant zu reduzieren. Zenclussen Witarbeiter (2006) zeigten weiterhin,
dass es bei einem Transfer von Treg-Zellen in solgeen Abortméusen zu einem Anstieg
an HO-1 und TGF- in diesen Tieren kam. Die Autoren postuliertenataldass die Treg-
Zellen an der feto-maternalen Grenze eine Art &itys Mikromilieu schaffen, was sich
positiv auf den Schwangerschaftsverlauf auswirkieBveitere Studie dieser Arbeitsgruppe
(Zenclusseret al. 2006) konnte nachweisen, dass die Treg-Zelleniteesehr friilh nach der
Befruchtung im Bereich der Vagina generiert werderd dass die Treg-Zellen zu ihrer
Aktivierung méannliche Antigene bendétigen.

Die Analyse der Lymphozyten aus der Milz und deriDea ergab im Rahmen dieser Arbeit
sowohl am Tag 8 als auch am Tag 14 der Schwangdtdatinen Unterschied in der Anzahl
von CD4CD25 Zellen in den Tieren, die mit Co-PP bzw. Zn-PP amerelt wurden, im
Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen. Dies wibsgleuten, dass die HO-1 Expression
keinen Einfluss auf die Anzahl von Treg-Zellen haas jedoch im Widerspruch zu anderen
Studien steht, die den Einfluss der HO-1 Expresaidnlreg-Zellen untersucht haben.

So beobachteten Yamashita und Mitarbeiter (200&9s és nach Herztransplantationen, bei
denen die Expression von HO-1 erhdht wurde, zur @rf@hten Expression des Treg-Marker
Foxp3, aber auch von TGFund CTLA4 kam, was darauf hindeutet, dass Trededebei
der verbesserten Akzeptanz des TransplantatefReillespielen.

Choi et al. (2005) hingegen zeigte, dass Foxp3 (engl.: forkhieadP3) ein Marker fur Treg-
Zellen, dessen Expression mit der Aktivitat dere@ulatorischen Zellen verbunden ist
(Brunkow et al. 2001, Fontenoet al 2003, Khattriet al. 2003), in der Lage sei, HO-1 zu
induzieren, was bedeuten wiurde, dass die Treg+Zdile HO-1 Expression induzieren, was
im Gegensatz zu der Studie von Yamashita und Miteb(2006) steht.

Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von PD Dr. Zencluskennten zeigen, dass es in der Plazenta
von Abortmausen, welche mit Co-PP behandelt wurdanginem signifikanten Anstieg der
Neuropilin-1 mRNA kam, wenn man diese mit der mRMAden Kontrollgruppen verglich.
Abortmause, die mit Zn-PP behandelt wurden, zeigeene Veranderungen der Neurophilin-
1 mRNA Menge im Vergleich zu den Kontrollgruppene Brhéhten Mengen an Neuropilin-1
in der Plazenta von Tieren, die mit Co-PP behandeitlen, lassen vermuten, dass es in der

Plazenta dieser Tiere zu einer vermehrten Ansamgnion Treg-Zellen kommit.
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Es ist daher anzunehmen, dass die am Tag 8 undefd4Schwangerschaft gemessene
CD4'CD25-Lymphozytenpopulation hauptsachlich aus aktivier&ellen besteht und dass
daher keine Unterschiede in der Anzahl der GIB25"-Zellen zwischemlen Co-PP und Zn-
PP behandelten Gruppen und den Kontrollgruppendmét werden konnten.

6.4.3 Die INOS und eNOS Expression am Tag 14 der Iffeangerschaft weist keine
Interaktion mit dem HO-System auf

Ramsay und Mitarbeitef1996) beschrieben, dass die Aktivitdit von NOS wwodhit die
Menge an NO besonders im ersten Trimester der heim&ohwangerschaft eine Rolle spielt.
Sladek und Mitarbeiter (1997) und Chwalisz und @®&if(2000) konnten zeigen, dass NO
eine wichtige Funktion bei der Ovulation und Impktion Ubernimmt und somit eine
vermehrte Aktivitat von NOS zu diesem Zeitpunktvimenidig ist.

Maines (1997) beschrieb, dass es aufgrund des Haglshes fur die Synthese von NOS
bendtigt wird, einen Zusammenhang zwischen dem k€e®& und dem NOS-System
besteht. Die Daten der HO-1 und HO-2 Expressioa,ici Rahmen dieser Arbeit gezeigt
wurden, lassen unter anderem vermuten, dass HOvdbesozu Beginn der Schwangerschaft
eine wichtige Rolle spielt, da eine Hochregulatwon HO-1 mittels Co-PP zu diesem
Zeitpunkt zu verminderten Abortraten fuhrt.

In dieser Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dAbsrtmausen, in denen man eine
verringerte Expression von HO-1 und HO-2 im Vergfezu normal-schwangeren Mausen
beobachten konnte, ebenfalls eine verringerte Espya von INOS und eNOS aufwiesen.
Purcell und Mitarbeiter (1999) konnten ebenfallsi bder Maus zu Beginn der
Schwangerschaft die Expression von iNOS und eN@8dmhten.

Diese Fakten lieRen vermuten, dass eine erhohteegsipn von HO-1 ebenfalls zu einer
vermehrten Aktivitat des NOS-Systems fuhren sollte.

Die Expression von iNOS und eNOS konnte in der menaPlazenta in den Trophoblasten
nachgewiesen werden (Myatt &t 1997). Nelson und Mitarbeitd000) konnten zeigen,
dass erhohte Mengen an eNOS mit einer erfolgreicBelmwangerschaft in Verbindung
gebracht werden kénnen und fihrten dies auf eil@hee Expression in den humanen
Arterien des Uterus zurlck. Die immunhistochemis8halyse dieser Arbeit zeigte in den
Riesenzellen der Plazenta und in der Dezidua ehi#thée INOS und eNOS Expression in den
Tieren, die mittels einer Co-PP-Behandlung vor mirkbort geschiitzt waren im Vergleich

zu den Kontrollgruppen. Dies kdnnte darauf hindeutiass die Produktion von iNOS und
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eNOS, induziert durch eine erhdhte Expression vé@rIH sich auf die Dezidua und die
aulBeren Bereiche der Plazenta konzentriert, um mdtels der Freisetzung von NO die
Blutgefal3e zu erweitern, um so die Feten vor eiAdort zu schitzen.

Die IHC-Daten konnten aber weder durch die WesBiat- Analyse, noch durch die
Bestimmung der mRNA von iNOS und eNOS am Tag 81#hder Schwangerschaft bestatigt
werden. Beide Untersuchungsmethoden zeigten keiesentlichen Unterschiede in der
Proteinexpression bzw. der mRNA Menge zwischen ™eren, die mit Co-PP bzw. Zn-PP
behandelt wurden und den Kontrollgruppen.

Die unterschiedlichen Daten kdnnen dadurch erkiémtden, dass bei der IHC die erhohte
Expression von eNOS und iNOS in der Plazenta aefRiesenzellen und die Dezidua
beschrankt ist, beim Western-Blot und bei der RTRRDer die gesamte Plazenta untersucht
wird.

Haddad und Mitarbeiter (1995) beschrieben ebenttie spezifische INOS Expression in
Makrophagen der Dezidua und postulierten dahels deesse Makrophagen der Dezidua flr
die NO Produktion am Ort der Implantation verantiucn sind.

Die Daten wirden somit darauf hindeuten, dass djgrdssion von iNOS und eNOS nicht
durch eine veranderte Expression von HO-1 am Tadet&chwangerschaft beeinflusst wird.
Im Laufe der Schwangerschaft wurde NO besonder&eitraum der Preimplantation und
Implantation eine wichtige Funktion zugeschrieb&adioti et al. 2000, Nishikimiet al.
2001, Tranguchet al. 2003). Die Induktion der HO-1 Expression erfolgten Tag 4 der
Schwangerschaft, also wahrend der Implantationgphas dass die Wechselwirkung
zwischen dem NOS-System und HO-1 genau zu diesdtpudikt erfolgt sein kann und
daher am Tag 14 der Schwangerschaft keine Untexdehmehr in der Expression erkennbar

sind.

6.4.4 Die erhohte Expression von HO-1 fiihrt am Tad4 der Schwangerschaft zu einer
verminderten Apoptose und zu einem Anstieg der Exmssion anti-apoptotischer

Molekule

Die Apoptose spielt im Laufe der Schwangerschafvadt bei dem Aufbau bzw. der
Neuordnung der Plazenta, aber auch bei der Entwigkties Embryos, der sich im Laufe der
Schwangerschaft stadndig verandert, eine wichtiggeR8mith et al. 1997, Axtet al. 1999,
Chanet al 1999, Brillet al. 1999, Torryet al. 2003). HO-1 wurden sowohl anti-apoptotische
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als auch gewebsschitzende Funktionen nachgesdgtr Rannte die Apoptose ein weiterer
Mechanismus sein, mit dessen Hilfe das HO-Systamfea¢éen vor einem Abort schiitzt

So zeigten Soares und Mitarbeiter (1998), dass ar@hte Expression an HO-1
Endothelzellen vor einer TNF4nduzierten Apoptose schitzt. Aber auch HO-2 saheti-
apoptotische Eigenschaften aufzuweisen, denn Basurd Mitarbeiter (2006) zeigten erst
kirzlich, dass HO-2 das kardiovaskulare EndothelMameiner TNF- induzierten Apoptose
bzw. einer Apoptose, die durch oxdiativen Stresizert wurde, schitzt. Es ist aber bisher
nicht genau geklart, wie HO das Gewebe vor Apopsaseitzt. Jedoch scheint CO, was beim
Abbau von Hame freigesetzt wird, hierbei eine wgdiRolle Gbernimmt. So beschrieben Liu
und Mitarbeiter(2002), dass CO die Freisetzung von Cytochrom cnmigrawodurch die
Aktivierung der Caspasenkaskade und NB-blockiert wird, was die Zellen vor Apoptose
schitzt (Brouaret al. 2000/2002).

Die verminderten Abortraten, die man in den Tierdig mit Co-PP behandelt wurden,
beobachten konnte, kdnnten somit unter anderemhdeiree verminderte Apoptosesrate zu
erklaren sein, die moglicherweise durch die erh&xeression von HO-1 ausgel6st wurde.
Um den moglichen Einfluss einer erhéhten HO-1 Esgien, die durch eine Co-PP
Applikation induziert wurde, auf die Apoptose zuemsuchen, wurde zum einen die Caspase-
3-Aktivitat bestimmt und zum anderen die Anzahbaoptotischen Zellen ermittelt.

Die Untersuchung der Capsase-3-Aktivitdt erfolgteircd einen Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe. Es konnte ein leichter Rickgang @aspase-3-Aktivitat in den Tieren, die
eine erhéhte HO-1 Expression zeigten, festgestafitden. Sass und Mitarbeiter (2003)
hingegen zeigten, dass die Hemmung der Caspasdratatkdurch eine erhOhte Expression
von HO-1 zu verminderten Leberschaden, welche dapmptose induziert wurden, fihrte.
Die Analyse der TUNEL-Farbung zeigte einen leich@er nicht signifikanten Rickgang in
der Anzahl an apoptotischen Zellen in der Plazaida Tiere, die durch eine erhdhte
Expression von HO-1 vor einem Abort geschitzt worden Vergleich zu den
Kontrollgruppen. Die Behandlung mit Zn-PP hatte nieei Einfluss auf die Anzahl
apoptotischer Zellen.

Unsere Daten deuten darauf hin, dass der HO-1 tteitai Schutz durch eine verminderte
Apoptosesrate in diesen Tieren erklart werden kann.

Ahnliche Ergebnisse wurden von M. Zenclussen uniideiter (2006) erhoben. Die Autoren
konnten zeigen, dass die Anzahl an apoptotischdiernZzen Abortmausen, die nach einer
Behandlung mit AdHO-1/GFP eine verminderte Abodratifwiesen, im Vergleich zu den

Kontrollgruppen signifikant reduziert war.
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Der Ruckgang der apoptotischen Zellen war in didsbeit im Gegensatz zu der Studie von
M. Zenclussen und Mitarbeiter (2006) nicht sigrafik, was auf die unterschiedliche Art der
Behandlung zuriickzufihren sein durfte, da die Agapion von Co-PP, anders als bei der
Gentheraphie mit HO-1, noch andere Signalwege igkéim kann, die einen Einfluss auf die
Apoptose nehmen kénnten

Die Vorgange im Verlauf der Apoptose werden untedesiem durch Mitglieder der Bcl2-
Molekulfamilie moduliert, die man aufgrund ihrer Mling in pro- und anti-apoptotische
Proteine unterteilt. Zu den pro-apoptotischen Molek gehdren u.a. Bax, Bak, Bid, Bad. Zu
den anti-apoptotischen Molektlen gehéren u.a. B8e2-xl, Bag-1. Ihre Funktion liegt in der
Hemmung der Freisetzung von pro-apoptotischen Midek wie Cytochrom-c und in der
Blockade der Aktivierung der Pro-Caspase 9.

Bag-1 wurde zuerst als ein Interaktionspartner desi-apoptotischen Proteins Bcl-2
beschrieben und zahlt heute zu der Bcl-2 ProteiitilarfTakayamaet al. 1995). Es wurde
nachgewiesen, dass Bag-1 mit einer Vielzahl voneliden, wie Hitzeschockproteinen,
Hormonrezeptoren, Signalmolekilen sowie auch mikZBdnteragiert (Townsenckt al.
2005). Schulz und Mitarbeitgi1997) zeigten, dass Bag-1 in der Lage war, diep&ses
Aktivitat zu blockieren und dass diese Blockieruhgch die Expression von Bcl-2 noch
verstarkt wurde.

Mitarbeiter der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dasesach der Behandlung von Abortmausen
mit Co-PP im Vergleich zu den Kontrollgruppen irr @&azenta zu einem Anstieg der Bag-1
MRNA kommit.

Ahnliche Beobachtungen konnten nach einer HO-1 Kfido mittels Gentherapie in
Abortmausen gemacht werden, die zu einem signifédanstieg der Bag-1 mRNA Menge
fuhrte (Zenclusseat al. 2006). Bei Lebertransplantaten konnten Coito urigitdeiter(2002)
zeigen, dass eine erhodhte Expression von HO-1,ziadumittels Gentherapie, zu einer
erhdhten Expression von Bag-1 fihrt.

Diese Daten lassen vermuten, dass eine erhohte BXpikssion einen direkten Einfluss auf
die Bag-1 Expression hat und dass die erhéhte Bagptession durch eine Reduktion der

apoptotischen Zellen den Feten vor einem Aborttzthi

6.5 Zusammenfassung der HO-1 Daten beim Spontanalior

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werdass das Hame-degradierende Enzym

HO bei der spontanen Fehlgeburt eine wichtige Ritlernimmt. Es wurde gezeigt, dass in
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Abortmausen im Vergleich zu normal-trachtigen Méasdie HO-1 Expression signifikant
reduziert ist. Die Hochregulation von HO-1 mittelaer Co-PP Applikation konnte den Feten
vor einer immunologischen Abstof3ung schitzen. Degafén konnte nachgewiesen werden,
dass Zn-PP, ein HO-1 und HO-2 Hemmer die Aborthatehreguliert, was erstmalig zeigt,
dass eine verminderte HO-1 und HO-2 Expression tnicfit einer erfolgreichen
Schwangerschaft vereinbar ist.

Entgegen unseren Erwartungen wurde der HO-1 indeziechutz vor einem Abort nicht
durch eine veranderte Th1/Th2 Antwort hervorgeruteme Interaktion zwischen dem des
HO-Systems und dem NOS-Systems konnte nicht nacegewwerden.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es in Madsemurch eine erhbhte Expression von
HO-1 vor einem Abort geschiitzt sind, es zu einemusderten Anzahl an apoptotischen
Zellen kommt, wobei die Verminderung der apoptdiest Zellen auf eine erhdhte Expression

von Bag-1, welches als Zytoprotektives Molekul figng zurtckzufihren ist.

6.6 Das HO-System in einem Mausmodell fir Praeklange

6.6.1 Der Transfer von aktivierten Thl-Zellen fuhre zu Praeklampsie-ahnlichen

Symptomen

Die Praeklampsie ist eine spate Schwangerschafigdiation, die bei etwa 10% aller
Schwangerschaften auftritt (Robillard 2002, Klodkesch 2005). Die Pathologie der
Praeklampsie ist definiert als eine Gestationshypér in Verbindung mit einer Proteinurie
im 24-Stunden Urin_(,3g Eiweil3). Um die mogliche Rolle von HO in d¥aeklampsie zu
untersuchen, wurde auf ein Mausmodell fir Praek&@enguriickgegriffen, welches von
Zenclussen und Mitarbeiter (2004) zuerst beschnethede.

In diesem Modell verursacht der Transfer von aktién Thl Zellen in C57BL/6-verpaarte
schwangere BALB/c Mause Praeklampsie-ahnliche Symet wie erhdhte Blutdruckwerte,
Proteinurie und auch Schadigungen der Niere. Ditordn zeigten, dass nicht-schwangere
Mause, die mit aktivierten Thl-Zellen behandelt dem, keine Praeklampsie-ahnlichen
Symptome  entwickelten, was  darauf  hindeutet, dassie dBehandlung
schwangerschaftsspezifisch ist und sich nur authtige Mause auswirkt. Bei der
Durchfuhrung des Tierversuches konnte man im Rahrdesser Doktorarbeit eine
signifikante Erh6hung des Blutdruckes in den Tidbenbachten, die am Tag 10 und 12 der
Schwangerschaft mit aktivierten Th1l-Zellen behanderden.
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Zenclussen und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass Temsfer von Thl Zellen einen
maximalen Blutdruck von 217 mmHg ausldst. Der matemBlutdruck im Rahmen dieser
Arbeit lag jedoch nur bei 149 mmHg. Der Blutdruad llen normal-schwangeren Mausen
war hingegen vergleichbar mit den bereits publieieiDaten und lag wahrend der gesamten
Schwangerschaft um 120 mmHg.

Die unterschiedlich maximalen Blutdruckwerte zwesclden beiden Versuchen konnten auf
veranderte Versuchsbedingungen zurtckzufihren de@ide Versuche wurden in der
gleichen Tierhaltung durchgefiihrt, aber zwischen teiden Versuchen wechselte in der
Tierhaltung das Futter von pelletiertem Futter xuragliertem Futter und die Streu der Kafige
von der 8-15 Streu zur FS-14 Streu (Firma Sniffi). Beginn des Versuches wurde das
Blutdruckmessgerat erneut kalibriert, sodass auigs eine mdgliche Quelle fur die
unterschiedlich maximalen Blutdruckwerte sein kénnt

Histologische Untersuchungen der Niere und derdpkazzeigten massive Einblutungen in
beiden Geweben. In der Niere kam es dartber himausistologischen Deorganisation in
den Glomerulie und zur Lymphozyteninfiltration. Drestologischen Veranderungen der
Gewebe und die erhdhten Blutdruckwerte zeigtens dbes Transfer der aktivierten Thl-
Zellen bei den Mausen Praeklampsie-ahnliche Symptansloste. Die hohen Abortraten, die
man sowohl in den normal-schwangeren Mausen als muden Mausen mit Praeklampsie-
ahnlichen Symptomen beobachten kann, weisen k&m@uonologischen Hintergrund auf, da
die beobachteten Abortereignisse bereits zwisclen d. und 8. Tag der Schwangerschaft
auftraten, also bereits vor der Th1l-Zellinjekti@ie beobachteten Aborte sollten vielmehr die
Folge von Stress sein, der Aufgrund der Blutdrucksnag ausgelost wurde, da diese jeden

zweiten Tag erfolgte.

6.6.2 Die Hamoxygenase scheint bei den Praeklampsienlichen Symptomen im

Mausmodell keine Rolle zu spielen.

Beim Abbau des Hams durch HO-1 entsteht CO, wae E&irweiterung der BlutgefalRe
induziert, und Biliverdin, welches als ein endogeiatioxidanz wirkt und die Gefal3e und
Fettsauren vor Oxidation schitzt (Maines 1997).gwuifd dieser Abbauprodukte des Ham-
Metabolismus kann man eine Rolle von HO-1 wahresrdRtaeklampsie postulieren.

Die Rolle von HO-1 und HO-2 ist jedoch bei der Rtampsie im Gegensatz zum spontanen

Abort relativ umstritten.
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Ahmed und Mitarbeiter (2000) beschrieben signifikeeduzierte Mengen an HO-1 in der
Plazenta von Patientinnen mit Praeklampsie im \é&hlzu normal-schwangeren Frauen im
gleichen Schwangerschaftsmonat.

Im Synzytiotrophoblasten sowie in invasiven Troplasten Zellen konnte eine stark
verminderte Expression von HO-2 bei Patientinneth Pnéeklampsie beobachtet werden im
Vergleich zu schwangeren Frauen mit einer fetaleacMgtumshemmung, die sich im
gleichen Schwangerschaftsmonat befanden (Zenclets#r?2003). Die Autoren beschrieben
zudem einen Rickgang der HO-1 Expression, jedoctdigaer nicht signifikant.

Lash und Mitarbeiter (2003) beschrieben, dass ekeimbeschéadigten Regionen der Plazenta
von Patientinnen mit Praeklampsie zu einer vermiedeProteinexpression von HO-1 und
HO-2 kommt im Vergleich zu den Regionen der gleichdazenta, die nicht beschéadigt
waren. Keine bzw. eine sehr geringe Expressioni@nl in der Plazenta von Frauen mit
Praeklampsie beobachten Barber und Mitarbeiter (ROMHO-2 konnte hingegen in
Endothelzellen und Synzytiotrophoblasten Zellenhgagviesen werden. Die Autoren zeigten
weiterhin, dass die Expression von HO-2 in den Hmeeellen nicht jedoch in
Synzytiotrophoblasten Zellen, von Préaeklampsiedpéitinen im Vergleich zu normal-
schwangeren Frauen stark reduziert war.

McLaughlin und Mitarbeiter (2003) hingegen konntne erhdhte Expression von HO-1 in
den Chorionzotten und der fetalen Membran in Peiegkieschwangerschaften im Vergleich
zu normalen Schwangerschaften beobachten.

Die bisherigen Daten Uber die Funktion von HO-1lchesnken sich auf Studien beim
Menschen und zeigen kontroverse Ergebnisse. Iredidgoeit sollte daher erstmalig die
Expression von HO-1 in dem Mausmodell fir Praeklsimpntersucht werden.

Die Immunhistochemische Analyse der Plazenta undDédzidua ergab in allen Zelltypen
keine Unterschiede in der HO-Expression zwischem mi@rmal-schwangeren Mausen und
den Mausen mit Praeklampsie-ahnlichen Symptomen.

Eine Untersuchung der HO-1 mRNA konnte ebenfall;vékdJnterschiede zwischen den
Mausen mit Praeklampsie-ahnlichen Symptomen und mi@mal-schwangeren Mausen
aufweisen. Man koénnte daher postulieren, dass damsisModell fir Praeklampsie
unzureichend ist, um immunologische Vorgange beerePraeklampsie zu untersuchen. Im
Rahmen des Tierversuches konnte von MitgliedernAdeeitsgruppe jedoch belegt werden,
dass die eNOS Proteinexpression von der Menge &SeMRNA in den Tieren, die mit
aktivierten Thl-Zellen behandelt worden waren, ifikgmt erhéht war im Vergleich zu den

Kontrolltieren. Die erhdhte Expression von eNOSlé@&m Mausmodell fur Praeklampsie ware
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demnach ein Kompensationmechanismus fur den emdBietdruck, der als Folge einer
unspezifischen Aktivierung des Immunsystems atftthmidet al. 2006).

Diese Daten lassen somit vermuten, dass das H@iBysh dem Mausmodell fir
Praeklampsie eine untergeordnete Rolle spielt.

Um zu untersuchen, ob die HO-1 Hoch- bzw. Herruatgration einen Einfluss auf die
Praeklampsie-ahnlichen Symptome hat, wurden digeTan den Tagen 10 und 12 der
Schwangerschaft mit aktivierten Thl-Zellen behandeid zusatzlich am Tag 10 der
Schwangerschaft mit Co-PP bzw. Zn-PP behandelt un®-1H hoch- bzw.
herrunterzuregulieren.

Die Analyse der Blutdruckkurve zeigte, dass keina den Behandlungen den Verlauf des
Blutdrucks beeinflussen konnte. Die unterschiedliobhen Blutdruckwerte der beiden
Behandlungen am Tag 14 der Schwangerschaft wacenhstatistisch signifikant.

Diese Daten deuten darauf hin, dass bei dem Maudiniid Praeklampsie die veranderte
HO-1 Expression keinen Einfluss auf die Symptomeumal somit ist es unwahrscheinlich,
dass HO-1 in dem Mausmodell fiir Praeklampsie emgeeRpielt.

6.6.3 In Mausen mit Praeklampsie-ahnlichen Symptommekommt es in der Dezidua zu

einer erhéhten Produktion von Thl-Zytokinen

Das Krankheitshild der Préaeklampsie ist unter ammerdurch eine stark erhéhte
inflammatorische Immunantwort charakterisiert. 8aihd Mitarbeiter (1999) zeigten, dass in
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes vondfrawit Praeklampsie mehr TNE4FN-
und IL-2 produziert wird, als in mononuklearen IZel normal-schwangerer Frauen.
Zusatzlich konnte von Darmochwal-Kolarz und Mitatée (1999) gezeigt werden, dass die
Produktion von IL-10 in mononuklearen Zellen voraéklampsie-Patientinnen signifikant
reduziert ist.
Das Mausmodell fur Praeklampsie beruht auf demdfearvon aktivierten Thl-Zellen, daher
war es auch nicht verwunderlich, dass es in den skt&umit Praeklampsie-ahnlichen
Symptomen im Vergleich zu normal-schwangeren Mausender Dezidua zu einem
signifikanten Anstieg an TNF-und IFN- kommt. Die Th2-Zytokine IL-4 und IL-10 waren
in den Mausen mit Praeklampsie-ahnlichen Symptonuerneicht reduziert.
Zenclussen und Mitarbeiter (2004) postulierten tei Etablierung des Mausmodells fur
Praeklampsie, dass die Injektion von aktivierted-Eellen zu einer erhéhten Produktion von
Thl-Zytokinen in der trachtigen Maus fihrt. Durcie cerhéhte Thl-Zytokinproduktion
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kommt es zur Stimulierung des Immunsystems der Mauk die mauseigenen ThO-Zellen
entwickeln sich zu Thl-Zellen.

Die erhohte Thl-Zytokinproduktion, die in dieserbait in Mausen mit Praeklampsie-
ahnlichen Symptomen an der feto-maternalen Greepbdrhtet wurde, steht im Gegensatz
zu der Studie von Arriaga-Pizano und Mitarbeite00®). Die Autoren zeigten, dass
ausschlie8lich im peripheren Blut von Frauen mitddRlampsie, aber nicht im
choriodezidualen Blut und im Nabelschnurblut eitd-Zytokindominanz vorliegt.

Dass es in Mausen mit Praeklampsie-ahnlichen Symgrtaan der feto-maternalen Grenze zu
einer erhéhten Th1l-Dominanz kommt, konnte auf dieskliche Induktion der Praeklampsie-
ahnlichen Symptome zurtickzufiihren sein. Allerdikganten Zenclussen und Mitarbeiter
(2004) durch die Markierung der transferierte Trelleh mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE
(Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Esteacihweisen, dass an der feto-maternalen
Grenze die meisten CCR5-positiven Zellen, wobei 6G#nen Marker fir Thl-Zellen
darstellt, wirtseigene Zellen waren und nicht tfanerte Th1l-Zellen. Daher ist zu vermuten,
dass die hohen Mengen an TNkmnd IFN- durch mauseigene Zellen produziert wurden und

nicht durch die transferierten Zellen.

6.7 Zusammenfassung der HO-1 Daten beim murinen Madl fur Praeklampsie

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es in sBt@aumit Praeklampsie-ahnlichen
Symptome zu keiner veranderten HO-1 Expression kibrSowohl die Induktion als auch die
Hemmung der HO-1 haben keinen Einfluss auf die WPa#gsie-ahnlichen Symptome,
sodass man postulieren kann, dass die HO-1 Expres&i der Ausbildung Préaeklampsie-
ahnlicher Symptome keine Rolle spielt.

In Rahmen des Tierversuches konnte zudem gezeigiewedass man mit dem Mausmodell
fur Praeklampsie, das von Zenclussen und Mitarbé@04) erstmalig beschrieben wurde, in
der Lage ist die molekularen Vorgéange, die wahremer Praeklampsie auftreten, zu
analysieren, da sowohl die Daten der HO-1 Exprassmwie auch der eNOS Expression

(Schmidet al. 2006) in diesem Mausmodell mit den Humandatenlgmmtgoar sind.

- 115 -



Andre Sollwedel Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

Die Schwangerschatft ist ein komplexer Vorgang, dem es zu einer Interaktion zwischen
dem miutterlichen Immunsystem und dem Fetus komnrtallegene Fetus kann als nattrlich
auftretendes Allotransplantat angesehen werden. Nwmmt daher an, dass die

Toleranzmechanismen, die im Rahmen einer erfolgemicSchwangerschaft auftreten, den
Mechanismen zur Akzeptanz eines Transplantatescahsihd.

HO-1 wurde als ein gewebe-schitzendes und antitapeghes Molekul beschrieben,

welches eine wichtige Rolle bei der Akzeptanz vamngplantaten spielt. Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass HO-1 in der Plazesrschiedener Spezies exprimiert wird und
dass die Expression von HO-1 bei Schwangerschafigkicationen, wie dem spontanen
Abort, vermindert ist. Dies lasst vermuten, dassiriQ.aufe der Schwangerschaft eine Rolle
spielt. In diesem Kontext sollte die vorliegendéd@it das Verstandnis Uber die Funktion von
HO-1 bei den beiden Schwangerschaftskomplikatiosygontaner Abort und Praeklampsie
(Schwangerschaftshypertonie) erweitern.

Mit Hilfe des Mausmodells fur einen spontanen Apbedi dem weibliche CBA/J Mause mit

mannlichen DAB/2J Mausen verpaart werden, wurdeHiefluss der HO-1 Expression auf
die Abortrate untersucht und mit BALB/c-verpaar@BA/J Weibchen, welche eine normale
Schwangerschaft aufweisen, verglichen. In Mausenspontanem Abort zeigte sich eine
Reduktion der HO-1 und HO-2 Expression. Die Induktvon HO-1 mittels Co-PP war in der
Lage, die Abortrate zu senken, wohingegen eine Rentuder HO-1 mittels Zn-PP die

Abortrate erhodhte. Es zeigte sich, dass es neberindektion von HO-1 auch zu einer

erhohten Expression des anti-apoptotischen MoldBéts1 kam.

Im Mausmodell fir Praeklampsie wurde ebenfalls Ex@ression von HO-1 und mdéglicher
Interaktionspartner untersucht. Des Weiteren wuddg Einfluss einer erhdhten bzw.

verminderten HO-1 Expression auf die Préaeklampkiiéhen Symptome in diesem

Mausmodell analysiert. Im Laufe der Arbeit zeigiehsjedoch, dass HO-1 Verdnderungen
keinen Einfluss auf die Praeklampsie-ahnlichen Sgmp hat.

Die Daten dieser Arbeit lassen vermuten, dass emh@hte Expression von HO-1 zum
Zeitpunkt der Implantation den Fetus vor einem $moen Abort schitzt und dass die
protektive Funktion von HO-1 durch eine Interaktioit anti-apoptotischen Molekulen wird.

Bei der Préaeklampsie hingegen scheint HO-1 keine. lomir eine untergeordnete Rolle zu

spielen.
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7.1 Abstract

Pregnancy maintenance is a very complex phenomenwolying interactions between the

maternal immune system and the semiallogenic foetdsch does not lead to immune

rejection but to tolerance. Thus it is thought ttie tolerance mechanisms involved in a
successful pregnancy are closely related to thik@eiag graft acceptances.

Heme Oxygenases (HO) were described to be tissategtive and to have anti-apoptotic
properties. Up-regulation of HO, particularly of HOQ allows tissue tolerance after

transplantation. The presence of HO-1 had beenrtespin the placenta of different species
during normally progressing pregnancies; in preggacomplications like spontaneous

abortion the levels of HO-1 were reduced. This tedhe proposal that HO-1 may play a
protective role. The aim of this work was to analyhe influence of HO-1 changes in the
outcome of pregnancy, using two different murinedels for pregnancy complications,

namely of spontaneous abortion and pre-eclampsia.

The influence of HO-1 expression on the abortida véas analysed in DBA/2J-mated CBA/J
females, which spontaneously show high abortioesrabmpared to BALB/c-mated CBA/J

females, having fully normal pregnancy. The inductof HO-1 by Co-PP led to diminished

abortion rates, while the blocking of HO-1 and H®y2Zn-PP boosted abortion. In mice with
reduced abortion rates after HO-1 induction, upi&gd levels of the anti-apoptotic

molecule Bag-1 could be observed.

In mice showing signs for preeclampsia after tranef Th1l activated cells, the expression of
HO-1, Th1/Th2 and eNOS was analysed. Furthermorellki¥as of up- or down-regulated by

using Co-PP or Zn-PP respectively. HO-1 changesndidinfluence the outcome of the

disease, as we could not observe a diminutiondrbtbod pressure levels.

In summary, the results of this study indicate thigh levels of HO-1 during implantation are

able to prevent foetal rejection and that the berafeffects of the HO-1 induction are related
to the up-regulation of tissue protective molecuéss Bag-1. No relationship could be

observed between HO-1 levels and preeclampsia mgtco
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