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Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es,

1 im Mausmodell mit der Paarungskombination CBA/J-Weibchen und DBA/2J-Ménnchen
die Unterschiede im uterinen Zytokinprofil und die Rolle der Prothrombinase fibrinogen-
like-Protein 2 (kurz fgl2) bei Stress-induziertem und inflammatorisch-induziertem Abort zu

untersuchen.

2 das Zytokinprofil im Zusammenhang mit einer eventuellen Aktivierung des Gerinnungssys-
tems iber fgl2 als Prothrombinase in Deziduagewebe von Patientinnen mit normalem
Schwangerschaftsverlauf und von Patientinnen im ersten Trimenon mit Abort zu charakteri-

sieren.

3 an Plazentagewebe von Patientinnen mit unkompliziertem Schwangerschaftsverlauf und
Patientinnen mit Prieklampsie im dritten Trimenon die Expression von Th;-Zytokinen und

von fgl2 zu beschreiben.
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1 Einleitung

Die spontane Fehlgeburt ist eine der hdufigsten Schwangerschaftskomplikationen beim Men-
schen. Neben genetischen, endokrinologischen, anatomischen und mikrobiologischen Ursachen
fiir einen Spontanabort gibt es zahlreiche Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen immuno-
logischen Dysbalancen und dem Auftreten eines Abortes (10% der Aborte).

Eine pro-inflammatorische Aktivierung des Immunsystems im ersten Trimester der Schwanger-
schaft kdnnte auch im Zusammenhang mit Schwangerschaftskomplikationen des dritten Trimes-
ters stehen, wie z. B. der Praeklampsie. Die Praeklampsie ist eine Schwangerschaftskomplikati-
on, deren Kardinalsymptome Bluthochdruck und renale Dysfunktion (Proteinurie) sind. Die ei-
nem Abort beziehungsweise einer Praeklampsie vorangehenden immunologischen Trigger sind
Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion ebenso wie die Mechanismen, iiber die das Immun-
system den Abort oder die Prieklampsie auslost. Um frithzeitig intervenieren oder zumindest
aber symptomatisch therapieren zu konnen, ist es notwendig, die Abldufe eines Abortes und ei-

ner Praeklampsie zu kennen.

1.1 Grundlagen der Implantation eines Embryos — Der Beginn einer Schwangerschaft

1.1.1 Das Transplantationsmodell

In dem von Medawar 1953 postulierten Transplantationsmodell dominiert die Vorstellung, der
Embryo, entstanden durch die Vereinigung gleicher Teile miitterlichen sowie viterlichen Erbgu-
tes, sei ein ,,semi-allogenes Transplantat im Uterus der Mutter (Medawar 1953; Loke et al.,
1998). Der Implantationsprozess des Embryos im Uterus der Mutter stelle daher einen erfolgrei-
chen Transplantationsvorgang dar. Der unmittelbare Kontakt zwischen Embryo und Mutter wird
durch eine Zellummantelung des Embryos bestehend aus den Trophoblastzellen vermittelt. Das
miitterliche Blut (und folglich auch das miitterliche Immunsystem) steht demnach in keinem
direkten Kontakt zu dem Embryo, sondern nur zu seiner Ummantelung, den Trophoblasten. Die-
se Ummantelung wird héufig mit einem Kokon verglichen, in dem der Embryo, sicher eingehiillt
und geschiitzt, optimal heranwachsen kann. Anfang der neunziger Jahre wurde von Kovats et al.
(1990) entdeckt, dass der Trophoblast keine klassischen Transplantationsoberflichenproteine,
die ,,major histocompatibility complex“-Molekiile (im weiteren MHC-Molekiile), exprimiert.

Der Trophoblast besitzt eine Sonderklasse dieser MHC-Molekiile: oligomorphe Antigene wie
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HLA-G (Human Leukocyte Antigen = MHC), HLA-E und HLA-F anstatt der klassischen HLA-
A,-B,-C-Molekiile (Kovats ef al., 1990; Verma et al., 1997; Loke et al., 1997). Die Expression
von HLA-G ist fiir den Erfolg einer Schwangerschaft von groBer Bedeutung, da HLA-G zum
einen die Aktivitdt von CD56 positiven NK-Zellen bzw. CD 3 positiven T-Zellen (Le Gal ef al.,
1999) und zum anderen die Sekretion von TNF-a, einem Th;-Zytokin (1.2.2) durch NK-Zellen
und T-Zellen hemmt (Maejima ef al., 1997). Das vollige Fehlen dieser immunsuprimierenden
Funktion durch das HLA-G auf der Zelloberfliche des Trophoblasten wiirde in der AbstoBung
des Embryos als ,,non-self" miinden (missing-self Hypothese von Ljunggren et al., 1990). Die
Malimplantation (1.1.2) des Embryos bei Priaeklampsie kann moglicherweise auch auf die ver-
minderte HLA-G-Expression des Trophoblasten zuriickgefiihrt werden. Diese Sonderklasse der
MHC-Molekiile ist also ein genialer ,,immunologischer Trick®, dessentwegen die Trophoblasten
trotz semi-allogenen Ursprunges kontrolliert invasiv in miitterliches Gewebe vordringen konnen.
Von immunologischer Relevanz fiir das Gelingen dieser ,, Transplantation® sind auch die im ers-
ten Trimenon anwesenden immunkompetenten Zellen: T-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen
sowie deren Botenstoffe, die Zytokine (Clark et al., 1978; Noun et al., 1989; Arck et al., 1997,
Guimond et al., 1997). Um die patho-immunologische Konstellation des Spontanabortes und der
Praeklampsie untersuchen zu kénnen, miissen zunichst die pathophysiologischen Mechanismen
der Malimplantation bei einem Abort beziehungsweise einer Prieklampsie genauer betrachten

werden.

1.1.2 Die pathologische Implantation

Eine gemeinsame und hiufig auftretende Pathologie in Spontanaborten und Praeklampsie ist die
unzureichende Invasion der Trophoblasten in maternales Gewebe und Gefdfle. Von besonderer
Relevanz fiir den Verlauf einer Schwangerschaft ist der Erfolg der Invasion der Trophoblasten
und somit der Implantation des Embryos. Bei der Invasion der Trophoblasten unterliegt die dem
Embryo zugewandte Seite des Uterus, das miitterliche Endometrium, einer Umwandlung — De-
zidualisation — wodurch sich der Uterus den Bediirfnissen des Embryos optimal anpasst. Die
Implantation zeigt einen zweiphasigen Verlauf: In der ersten Phase, die im ersten Trimenon der
Schwangerschaft stattfindet, invadieren die Syncytiotrophoblastzellen das miitterliche Endo-
metrium (Dezidua basalis) und erdffnen dort maternale Spiralarterien, ohne grofere Blutungen
oder starke Gerinnungsaktivitit hervorzurufen (Sheppard et al., 1974a; Sheppard et al., 1974b).

Nach der Eroffnung der GefdBle fusionieren die Syncytiotrophoblastzellen und formieren ein
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Syncytium, das mit dem maternalen Blut in Kontakt steht und einen intraluminalen Pfropf dar-
stellt. Des Weiteren invadieren die Cytotrophoblastzellen die Media der Spiralarterien, um so
den Druck und das flieBende Blutvolumen in den Gefdllen zu reduzieren. Wahrenddessen bilden
die intraluminalen Trophoblasten eine feste Verankerung mit der dezidualen Matrix (Khong et
al., 1986; Pijnenborg et al., 1991; Pijnenborg et al., 1996). Wenn sich diese intraluminalen
Pfropfen langsam aufgelost haben, dringen die Trophoblasten weiter in die arterielle GefaBwand
ein, ersetzen das Endothel und zerstéren dabei gleichzeitig die Media, wodurch diese arteriellen
Druckgefédfle mit hohem Widerstand zu arteriellen Gefdflen mit groem Durchmesser und gerin-
gem Druck umgewandelt werden. Scheitert diese erste Welle der Invasion, konnte ein Abort ei-

nes chromosomal unauffilligen Embryos erfolgen (Khong et al., 1987).

FETUS
(placenta)

Cell Column of
AnchoringVillus

Cytotrophoblast i
¥ Pce“s Uterine
blood
vessels

Abbildung 1:  Trophoblasteninvasion wihrend der Friihschwangerschaft
Cytotrophoblasten invadieren in miitterliches Gewebe, insbesondere in miitterliche Gefafle. Dort kleiden sie die
GefdBwand luminal aus, wobei sie das Integrinmuster der miitterlichen Endothelzellen imitieren.

(modifiziert nach Zhou et al. 1997)

In dem frithen zweiten Trimester findet die zweite Welle der Implantation statt, bei der die

Trophoblasten tiefer in das miitterliche Gewebe invadieren — in das Myometrium (Sheppard et
al., 1976; Khong et al., 1986). Ziel dieser zweiten Invasionswelle der Trophoblasten sind die
myometrialen Spiralarterien. Die Invasion bewirkt eine Dilatation der Spiralarterien und ermog-
licht somit eine ausreichende Blutzufuhr, ohne eine gleichzeitige Erh6hung des systemischen

Blutdruckes im dritten Trimester zu verursachen. In dieser Phase der Schwangerschaft nimmt der
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Embryo primér an Gro3e zu und hat daher einen stark erhohten Bedarf an Néhrstoffen. Eine un-
zuldngliche zweite Invasion konnte zu intrauterinen Wachstumsretardierungen fithren. Ein mog-
licher Kompensationsmechanismus einer unzureichenden zweiten Invasion wére die Erhohung
des maternalen Blutdrucks, gefordert durch die Ausschiittung von Vasopressoren wie zum Bei-
spiel Endothelin. Pathophysiologisch fiihrt die unzuldngliche Versorgung des Feten durch eine
mangelnde Perfusion der Plazenta zu hypoxischen Trophoblasten, die darauthin Membranvesikel
sezernieren, die toxische und vasopressorische Substanzen gespeichert haben. Diese Ausschiit-

tung vasopressorischer Substanzen als Reaktion auf plazentare Hypoxie fiithrt zu einem der Kar-

dinalsymptome der Praeklampsie: dem schwangerschaftsinduzierten Bluthochdruck (Johansen et

al., 1999).

Spiral artery

Fully Partially .
modified modified Unﬁ‘;‘::’frd
region region
l | |
DECIDUA MYOMETRIUM

Abbildung 2:  Uteroplazentare Zirkulation
Dargestellt ist die Umwandlung der maternalen Spiralarterien von Hochwiderstandsgeféfen in Geféfle mit nied-
rigem Widerstand bei weitem Gefdaldurchmesser. Diese Umwandlung wird durch die eingewanderten
Trophoblasten, die das Integrinprofil der miitterlichen Endothelzellen imitieren, gesteuert (siche auch Abbil-

dung 1). (modifiziert nach Zhou, 1997)

Eine unzulidngliche Invasion miitterlicher Gefdl3e durch die Trophoblasten gefdhrdet die optimale
Versorgung des Embryo/Foétus und kann somit zur Hypoxie und anderen Fehlregulationen fiih-
ren, die einerseits in der Frithschwangerschaft einen Abort oder in der Spatschwangerschaft die

Entwicklung einer Praeklampsie auslosen konnen.
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1.2 Immunologische Grundlagen einer Schwangerschaft

1.2.1 Das Th;/Th,-Paradigma

Bei der Differenzierung von T-Zellen gibt es zwei mdgliche Profile. Durch die Einwirkung un-
terschiedlicher Zytokine kann sich aus der T-Helferzelle eine Th;-Zelle oder eine Th,-Zelle ent-
wickeln. Die Th;-Entwicklung wird durch die Anwesenheit von IL-12 und IFN-y gefordert, wo-
hingegen die Zytokine IL-4 und IL-5 eine Th,-Entwicklung begiinstigen. Die Th;-Zelle zeichnet
sich durch die Entwicklung und Forderung eines inflammatorischen Milieus aus, unter anderem
durch die Aktivierung und Rekrutierung von Makrophagen und anderen immunkompetenten
Zellen, welche inflammatorische Zytokine sezernieren (z.B. IFN-y, IL-3 etc.). Die Thy-Zelle ak-
tiviert B-Lympohzyten, Mastzellen und eosinophile Granulozyten, wodurch die Produktion von
Antikorpern angeregt wird. Charakteristische Zytokine einer Thy-Immunantwort sind IL-4 und
IL-10 (Roitt et al., 1998).

Seit Mitte der neunziger Jahre wird Schwangerschaft als ein Th,-Phdnomen angesehen (Lin et
al., 1993). Diese Hypothese beruht unter anderem auf der Beobachtung, dass trachtige C57BL/6-
Mause, die gleichzeitig mit dem Leishmania major-Erreger infiziert waren, durch eine Th;-
Immunantwort zwar die Infektion erfolgreich bekdmpfen konnten, diese erfolgreiche Ausheilung
der Leishmania major-Infektion aber mit einem Abort einherging. Trugen die Tiere aus bedingte
diese Immunkonstellation (Th,-Immunantwort) die Persistenz der L.major-Infektion (Krishnan et
al., 1996a; Krishnan ef al., 1996b). Besonders der Spontanabort als auch die Prieklampsie schei-
nen zwei Schwangerschaftskomplikationen zu sein, fiir die eine Th;-Dominanz charakteristisch
ist (Clark et al., 1994; Hill et al., 1995; Piccini et al., 1996; Jones et al., 1997; Raghupathy et al.,
1999; Saito et al., 1999). Zu den Th;-Zytokinen zdhlen IFN-y, TNF-a, IL-1 und IL-2 (Roitt et
al., 1998). Als ein schwangerschaftsprotektives Zytokin gilt TGF-f3,, weil es immunsuppremie-
rende Eigenschaften besitzt (Arck et al., 1995; Clark et al., 1999). Durch neuere Daten wird die
traditionelle Vorstellung von den Th;-Zytokinen als generell schwangerschaftsgefdhrdend auf-
geweicht und es scheint, dass die generelle Kategorisierung der Th;-Zytokine als abortogen in
einigen Aspekten eine zu starke Simplifizierung darstellt (Chaouat et al., 2002).

Entscheidend ist aber die Erkenntnis, dass viele Schwangerschaftskomplikationen mit einem
Uberwiegen der Th;-Zytokine in Zusammenhang stehen. Die genauere Untersuchung der Rolle
der Zytokine in der Schwangerschaft ist somit weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Diskus-

sion.
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1.2.2 Die Rolle der Th;-Zytokine in der Schwangerschaft

Wenn man sich die Th,>Th;-Hypothese fiir den Erfolg einer Schwangerschaft vor Augen fiihrt,
so ist die Immunkonstellation, die eine Th;-Immunantwort auslost, von besonderem Interesse.
Als einer der potentesten Trigger einer Th;-Immunantwort wird das Interleukin 12 diskutiert,
unter anderem durch die IL-12 vermittelte Produktion groBer Mengen an IFN-y (Seder et al.,
1993; Trichnieri et al., 1996; Fantuzzi et al., 1999). Hauptsidchliche Quelle von Interleukin 12
sind die antigenprisentierenden Zellen, kurz APZ. Deren IL-12-Produktion kann zum einen ab-
hingig von T-Zellen und zum anderen unabhingig von T-Zellen geschehen. Es ist gezeigt wor-
den, dass die Expression von IL-12 mRNA in der Dezidua von trachtigen Mdusen in einem en-
gen Zusammenhang mit der Expression von IFN-y mRNA steht (Haddad et al., 1997). Diese
Zytokinkonstellation — IL-12 T, IFN-y T — fiihrt zur Aktivierung von Makrophagen mit darauf-
folgender Expression von TNF-ao mRNA und iNOS mRNA, wodurch ein embryotoxisches Mi-
lieu entsteht (Haddad et al., 1997). IFN-y scheint in der Schwangerschaft eine ambivalente Rolle
zu spielen: Zum einem koénnen NK-Zellen IFN-y sezernieren, wodurch Makrophagen stimuliert
werden, welche als wichtige Quelle des aggressiv embryotoxischen NO angesehen werden
(Haddad et al., 1997; Athanassakis et al., 1999). Des Weiteren scheint IFN-y wichtig in der
Vermittlung von LPS abhingigen Resorptionen in Miusen zu sein, da eine LPS-Stimulation in
[FN-y defizienten, trichtigen Méusen keine Resorptionen auszuldsen vermochte (Haddad et al.,
1997). In humanen Studien konnte IFN-y in uterinen Zellen, insbesondere in polymorphonuklea-
ren Neutrophilen, beobachtet werden und trat vermehrt nach Stimulation durch IL-12, LPS und
TNF-a auf (Yeaman et al., 1998). Zum anderen scheint IFN-y aber auch eine bedeutende Funk-
tionen fiir den erfolgreichen Verlauf einer Schwangerschaft zu haben: Neuere Daten im Tiermo-
dell zeigen, dass uNK-Zellen, eine hochspezialisierte Lymphozytensubpopulation, einen ent-
scheidenden Beitrag in der schwangerschaftsassoziierten Modifikation uteriner GefdBle fiir die
addquate Dezidualisation leisten (Ahkar et al., 2000). Diese schwangerschaftsadaptive Modifika-
tion wird durch eine von IFN-y gesteuerte Genregulation vermittelt und nimmt Einfluss auf das
Wachstum der Plazenta. Auch bei humanen CD56 Zellen (NK-Zellen) konnte eine &hnliche
Funktion beschrieben werden (Croy et al., 2000).

Entscheidende Impulse zur Charakterisierung der Wirkung von Th;-Zytokinen auf den Verlauf
einer Schwangerschaft gaben Versuche im Mausmodell (in der Paarungskombination CBA/J x

DBA/2J), bei denen eine simultane Injektion von TNF-a und IFN-y eine Abortrate von bis zu
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80% auslosen konnte (Clark et al., 1998). Aufgrund der Daten dieses und folgender Versuche
wurde postuliert, dass TNF-o und IFN-y in synergistischer Funktion maternales Endothel stimu-
lieren, groBe Mengen einer Prothrombinase das fibrinogen-like-Protein 2 (fgl2) zu sezernieren.
Diese Gerinnungsaktivierung fithrt zum einen zur Fibrinablagerung, zum anderen wird durch
fgl2 die Produktion von IL-8 (in der Maus: MIP-2) angeregt, welches wiederum polymorpho-
nukleare Leukozyten (PMNL) anlockt (Clark et al., 1998; Clark ef al., 1999).

Weitere zytokinvermittelte Effekte ergeben sich durch die iibereinstimmende Strukturhomologie
des TNF-a-Rezeptors mit dem Fas-Rezeptor. Fas ist ein Protein, welches den selbstprogram-
mierten Zelltod, die Apoptose, anstoBen kann (Roitt et al., 1998). Durch die Rezeptorhomologie
vom TNF-a-Rezeptor und dem Fas-Liganden wird vermutet, dass TNF-a selbst in der Lage ist,
Apoptose zu induzieren (Roitt ez al., 1998.).

In dem vorangegangenen Abschnitt wurden zwei Folgen der Ausschiittung und Anwesenheit von
Th;-Zytokinen wihrend der Schwangerschaft vorgestellt: Aktivierung von Gerinnung und
selbstprogrammierter Zelltod. Im nichsten Abschnitt (1.3) werden die Zusammenhidnge zwi-
schen aktivierter Gerinnung in der Schwangerschaft und der Pathogenese von Schwanger-

schaftskomplikationen sowie die Rolle der Apoptose in der Schwangerschaft ndher beleuchtet.

1.3 Folgen der immunologischen Dysbalance in der Schwangerschaft

1.3.1 Die Aktivierung des Gerinnungssystems

Es existiert zunehmend die Vermutung, dass die Aktivierung von Blutgerinnung wihrend der
Schwangerschaft eine wichtige Rolle in der Pathogenese vieler mit der Schwangerschaft assozi-
ierter Erkrankungen spielt. Habituelle Fehlgeburten sowie Praeklampsie in humaner Schwanger-
schaft scheinen mit einer verstirkten Gerinnungsneigung zusammenzuhéingen. Es ist gezeigt
worden, dass habituelle Fehlgeburten dhnlich wie der frithe Beginn einer Praeklampsie hdufig in
Zusammenhang mit einem Protein S-Mangel, Protein C-Resistenz, Hyperhomocysteindmie und
Antikardiolipin-Antikorpern stehen (Dekker et al., 1995). Diese hamatologischen Erkrankungen
konnten aggressiver zur Manifestation von Schwangerschaftspathologien fiithren als Folge einer
gestorten Interaktion zwischen Endothelzellen, Thrombozyten, Leukozyten und Plasmakoagula-
tion. Die zugrunde liegende Fehlregulation im Gerinnungssystem konnte unter anderem durch
eine Immunmimbalance verursacht sein. In diesen Schwangerschaften dominiert eine Th;-

Immunantwort. Der Einfluss von Zytokinen auf thromboinflammatorische Prozesse hat seit Ende
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der neunziger Jahre groe Aufmerksamkeit in der Reproduktionsimmunologie generiert. In ei-
nem Tiermodell konnte bei einer basalen Abortrate von 10-15% durch die zeitgleiche Injektion
von IFN-y und TNF-a auf bis zu 80% erhoht werden. Gleichzeitig wurde ein Anstieg der
Prothrombinase fgl2 beobachtet. Eine die Zytokin-Injektion begleitende Applikation eines Anti-
fgl2-Antikorpers fiihrte zu einer Reduktion der Abortrate auf fast 15%. Die pharmakologische
Therapie der zytokininduzierten Gerinnung durch die Applikation von Heparin oder Hirudin
reduzierte die Abortrate drastisch (Clark ef al., 1998). Fgl2 wurde durch funktionelles Klonen
der cDNA aus Peritoneal-Makrophagen von Miusen, deren Leber mit einem murinen Hepatitis-
Virus (MHV3) infiziert worden war, identifiziert (Ding et al., 1998a; Ding et al., 1998b). Fgl2 ist
auf dem langen Arm des humanen Chromosom 7 und auf der proximalen Region des murinen
Chromosom 5 lokalisiert worden (Qureshi ef al., 1995). In der Maus wird fgl2 von Makrophagen
und Endothelzellen in einer induzierbaren, membran-assoziierten Form exprimiert. T-Zellen
scheinen eine immunmodulatorische, 16sliche Form von fgl2 zu produzieren, Fibroleukin, wel-
ches keine Prothrombinase-Aktivitét besitzt. Fgl2 konnte ebenso in humaner, mit Hepatitisviren
infizierter Leber detektiert werden (Levy ef al., 2000). Im Mausmodell ist die Hypothese aufge-
stellt worden, dass die beiden Th;-Zytokine, IFN-y and TNF-a, wenn injiziert, auf miitterliche
Endothelzellen einwirken und dort die Produktion und Expression von fgl2 férdern. Beide Th;-
Zytokine sind erforderlich, um die Abortrate signifikant zu erhohen. Wenn fgl2 von den mater-
nalen Endothelzellen exprimiert wird, fungiert es als direkte Prothrombinase und wandelt
Prothrombin in Thrombin um. Dieser Vorgang fiihrt zum einem zur Gerinnung und erhohter
Bildung von Fibrin, zum anderen zur Aktivierung der Endothelzellen und zur erh6hten Produkti-
on von IL-8 (in der Maus MIP-2). Die Anwesenheit von IL-8 wirkt chemotaktisch auf poly-
morphonukleare Leukozyten, die den Untergang von Plazentagewebe provozieren. Die entschei-
dende Rolle von PMNLs in diesem Vorgang wurde dadurch belegt, dass die Inaktivierung der
PMNL durch Injektion eines Antikdrpers die Abortrate auf nahezu normaler Werte senken konn-
te (Clark et al., 1998; Clark et al., 1999).

Inflammatorische Prozesse in der Schwangerschaft konnen tiber fgl2-abhidngige Prozesse zu ei-
ner verstarkten Gerinnungsneigung fithren, die eine abortogene Kaskade ausldsen kann. Versu-
che zeigten, dass durch TNF-o und IFN-y keine Aborte in Weibchen ausgeldst wurden, die kein
Responder-Gen fiir [IFN-y aufwiesen (IRF-1 knockout Miuse) (Matsuyama et al., 1993; Kamijo
et al., 1994) und damit nicht auf durch IFN-y vermittelte Prozesse reagieren konnten. Die Emb-
ryonen aber besallen bei dieser genomischen Konstellation den IRF-1""-, also den heterozygo-
ten, Phianotyp. Somit waren die Trophoblasten IRF-1 positiv und demnach empfanglich fiir A-
poptose (Clark et al., 1998). Diese Daten deuten darauthin, dass nicht nur der Trophoblast ein
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wichtiges Zielorgan im Abortgeschehen ist, sondern ebenfalls miitterliches Gewebe. Das miitter-
liche Gefiallsystem, insbesondere das Endothel, konnte folglich bei Schwangerschaftskomplikati-
onen von groBBer Bedeutung sein. Diese Schlussfolgerung unterstiitzt die Hypothese, dass die
vom miitterlichen Endothel exprimierte Prothrombinase fgl2 ein zentrales Glied in der Verket-

tung von inflammatorischen Ereignissen und abortogenen Stimuli darstellt.

1.3.2 Die Rolle der Apoptose in der Schwangerschaft

Apoptose ist eine Form des Zelltodes, der {iberfliissige oder geschiadigte Zellen beseitigt. Dieser
Prozess wird von verschiedenen Signalketten gesteuert, welche die aktive Antwort der Zelle auf
externale Wachstumsreize, Uberlebens- oder Todessignale iibermitteln. Definierend fiir die A-
poptose sind die charakteristisch morphologischen Zellverdnderungen, insbesondere die Frag-
mentation der Zell-DNA, die mittels bestimmter Techniken detektiert werden kann (Apodetect,
Qbiogene). Wihrend der gesamten Schwangerschaft ist eine Apoptoseaktivitit in der Plazenta
nachweisbar, wobei im Verlauf der Schwangerschaft diese Aktivitit zunimmt. So ist die Aktivi-
tidt im zweiten Trimenon signifikant gegeniiber dem ersten Trimenon und im dritten Trimenon
signifikant gegentliber dem zweiten Trimenon erhoht (Halperin et al., 2000). In vitro-Daten von
Yui et al. zeigen, dass Th;-Zytokine, insbesondere TNF-a, in der Lage sind, Apoptose in Cy-
totrophoblasten der Zotten zu induzieren (Yui ef al., 1994). Dieser Effekt wird durch die Anwe-
senheit von IFN-y weiter verstérkt. In folgenden Versuchen zeigt Yui et al., dass diese Apoptose-
induzierende Wirkung von TNF-a allein iiber den p55-Rezeptor vermittelt wird (Yui et al.,
1996). Im Mausmodell konnte eine erhohte Apoptoseaktivitidt im Uterus erzeugt werden, wenn
die Mause am Tag 9,5 oder Tag 12,5 mit LPS (Endotoxin) stimuliert wurden (Savion et al.,
2002). Auch gerinnungsaktive Substanzen wie Thromboxan A(2) scheinen fiahig, Apoptose zu
induzieren, denn Thromboxan A(2) konnte die Differenzierung von Trophoblasten einschranken
und die Apoptoseaktivitit in humanen Trophoblasten steigern (Yusuf ez al., 2001). Bei der Ent-
wicklung eines pathologischen Schwangerschaftsverlaufes kann die HLA-G-Expression der
Trophoblasten verdndert sein, womit gleichzeitig das Profil dezidualer NK-Zellen durch Apopto-
se moduliert wird (Emmer et al., 2002). Des Weiteren konnte das Auftreten von Spontanaborten
mit einer verstarkten Apoptoseinzidenz in humanen Syncytiotrophoblasten in Zusammenhang
gebracht werden (Kokawa et al., 1998). Wie in Kapitel 1.1 dargestellt, ldsst sich eine Kausalbe-
ziehung zwischen einer unvollstdndige Invasion der Trophoblasten und der Pathogenese der Pri-

eklampsie vermuten. Ebenso ist eine funktionierende Kontrolle des invasiven Wachstums der



Einleitung 16

Trophoblasten von Bedeutung. Vermutet wird, dass Makrophagen iiber Apoptose von extrazotté-
ren Trophoblasten Einfluss auf die Tiefe der Invasion der Trophoblasten nehmen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass im Falle einer Praeklampsie die Makrophagen das Wachstum und die Invasi-
on von extrazottdren Trophoblasten durch TNF-o induzierte Apoptose verstirkt regulieren
(Reister et al., 2001). Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen fritherer Studien iiberein, wo-
nach in Priaeklampsie gerade die invasiven Trophoblasten vermehrt apoptotisch sind (DiFrederi-
co et al., 1999). Einen wichtigen protektiven Mechanismus gegeniiber Apoptose in vivo scheinen
epidermale Wachstumsfaktoren auszuiiben (EGF) (Levy ef al., 2000). Insbesondere durch Hypo-
xie vermittelte Apoptoseinduktion und Zelldifferenzierungshemmung, wie sie in der Pathogene-
se der Prieklampsie eine entscheidende Rolle spielen, werden durch die Expression von EGF
vermindert (Levy et al., 2000). Dementsprechend konnte in Praeklampsie-Plazenten eine dras-

tisch verminderte Aktivitit von EGF beobachtet werden (Leach et al., 2002).

1.4 Aspekte des Spontanabortes

1.4.1 Immunologische Grundlagen des Spontanabortes

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, ist durch neuere Daten eine wissenschaftliche Kontroverse tiber
das Th;/Thy-Modell entstanden. Das klassische Th;/Th,-Modell basiert auf folgenden Erkennt-
nissen:

Th,-Zytokine werden sowohl von immunkompetenten Zellen als auch von Plazenta- und Dezi-
duazellen produziert. Die Beobachtung, dass die Th,-Zytokine IL-4, IL-10 und IL-3 in normaler
muriner und humaner Schwangerschaft in hohen Mengen exprimiert werden (Lin H ef al.,1993;
Piccini et al., 1998; Arck et al., 1999) und ihre Injektion einen Abort in Méusen verhindern kann
(Chaouat et al., 1995), haben das Modell der Schwangerschaft als Thy- Phanomen unterstiitzt. Im
Gegensatz dazu konnten bei der Untersuchung von Aborten hohe Menge an Th;-Zytokinen wie
TNF-a, IFN-y und IL-1 beobachtet werden (Krishnan L, 1996; Raghupathy et al., 1997; Raghu-
apathy et al., 1999; Joachim et al., 2001). Ebenso konnte die Injektion von Th;-Zytokinen die
Abortrate drastisch steigern (Chaouat et al., 1990; Clark et al., 1997). Neutralisierte man mittels
Antikorperapplikation die Wirkung von TNF-a und IL-1, so reduzierte sich die Abortrate deut-
lich (Arck et al., 1997). Die wissenschaftliche Diskussion entstand vor dem Hintergrund der
engen Grenzen bei der Kategorisierung der Zytokine und ihrer Funktionen im Abortgeschehen,

wodurch eine sinnvolle Interpretation neuerer Daten nicht moglich war: Der Leukdmie-
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Inhibitions Faktor, kurz LIF, kann sowohl pro-inflammatorische als auch anti-inflammatorische
Wirkung haben (Gadient et al., 1999): Auf der einen Seite wirkt LIF positiv unterstiitzend bei
der Implantation von Mausembryonen (Stewart et al., 1992; Piccini et al., 1998; Cai et al.,
2000). Auf der anderen Seite scheinen verminderte Mengen an LIF in einem Zusammenhang mit
besseren Chancen auf einen Erfolg bei einer In-vitro-Fertilisation zu stehen (Ledee-Bataille et
al., 2002). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl IFN-y als auch LIF in der Lage
sind, die Expression von iNOS mRNA in humanen Syncytiotrophoblasten zu steigern (Hambart-
soumian et al., 2001). Eine andere Studie belegt, dass IL-18, ein kiirzlich erstmalig beschriebe-
nes Th;-Zytokin, in einer murinen Paarungskombination mit einer hohen Anzahl an Aborten
geringer exprimiert wird als in einer Paarungskombination mit einem geringen Prozentsatz an
Aborten (Chaouat ef al., 2001). Dem gegeniiber steht die Erkenntnis, dass IL-18 in Synergie mit
IL-12 im Mausmodell und mit groBer Wahrscheinlichkeit im humanen Modell eine abortogene
Wirkung gezeigt hat (Ida ef al., 2000; Tokmadzic et al., 2002). Neben diesen Daten, die zeigen,
dass Th;-Zytokine durchaus bei einer erfolgreichen Implantation priasent oder sogar entscheidend
sein konnen, liegen weitere Daten vor, die zumindest ein Ausbleiben des erwarteten Th;-
Zytokinanstieges bei Aborten belegen. Eine dieser Studien fiihrt an, dass kein Unterschied in der
dezidualen IFN-y-Produktion im Spontanabort im Vergleich zu einem normalen Schwanger-
schaftsverlauf messbar gewesen sei (Palfi et al., 1999; Razaei et al., 2002). Zu gegensitzlichen
Ergebnissen kommen andere Verdffentlichungen, die einen deutlichen Anstieg von IFN-y im
Spontanabort berichten (Hill et al., 1995; Marzi et al., 1996; Vives et al., 1999). Bei Pri-
eklampsie scheint es einen lokalen Anstieg von IFN-y in der Plazenta zugeben, wobei ein syste-
mischer Anstieg nicht beobachtbar gewesen ist (Daniel ef al., 1998; Munno et al., 1999; Wilc-
zynsik et al., 2002). Neuerdings wird eine genetische Pridisposition fiir eine Th;-oder eine Th;-
Immunantwort wihrend der Schwangerschaft diskutiert und zur Erkldrung von habitueller A-

bortneigung herangezogen (Reid et al., 2001; Beak et al., 2002).

1.4.2 Zwei Abortmodelle in CBA/J Miusen: Stress versus 1L-12

Es gibt viele Moglichkeiten, einen Abort im Mausmodell zu induzieren. In dieser Arbeit geht es
insbesondere darum, ob verschiedene Trigger fiir einen Abort in eine gemeinsame, abortive Kas-
kade miinden oder ob die ausgelosten Aborte {iber unterschiedliche Mechanismen ablaufen. Ins-
besondere die provozierten Zytokinkonstellationen und deren Vergleich standen im Vordergrund

des Interesses. Das erste Modell beinhaltet einen starken, inflammatorischen Trigger: Fiir dieses
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Modell wurde die Injektion von IL-12 gewéhlt, weil IL-12 ein Zytokin ist, welches einen starken
pro-inflammatorischen Stimulus fiir das Immunsystem bedeutet (sieche oben). Nach einer 1L-12-
Injektion wiirde man eine vermehrte Produktion und Freisetzung von IFN-y mit konsequenter
Aktivierung von Makrophagen erwarten, wodurch weitere Th;-Zytokine freigesetzt und NK-
Zellen aktiviert wiirden. Es ist beobachtet worden, dass sowohl die Injektion von IL-12 als auch
die Exposition von Stress (siehe unten) die Abortrate in Miusen steigern kann. Gleichzeitig fiihrt
die IL-12-Stimulation zu einer verminderten Synthese der Himoxygenasen HO-1 und HO-2 und
somit zu einem verringerten Schutz des Gewebes vor oxidativen Reizen (Zenclussen et al.,
2001). Arbeiten im humanen Bereich beschreiben erhohte Serumspiegel von IL-12 im Spontan-
abort und bei Praeklampsie (Dudley et al., 1996; Hayakawa et al., 2000; Sakai et al., 2002).
Durch eine IL-12-Behandlung von trdchtigen Mausen liee sich das durch IL-12 provozierte
Zytokinmuster bestimmen und gegebenenfalls gegen andere abortive Mechanismen abgrenzen.
Daher wurde zur Gegeniiberstellung ein Abortmodell gewihlt, welches ebenfalls ein Th;-
Zytokinprofil evoziert, welches aber deutlicher TNF-o dominiert ist und gleichzeitig auf Injekti-
onen, Infektionen oder andere unphysiologische Manipulationen verzichtet. Aus diesen Griinden
wurde ein etabliertes Mausmodell aus der Psycho-Neuro-Immunologie angewandt. Dieses Mo-
dell basiert zum einen auf einer speziellen Paarungskombination und zum anderen auf der Ap-
plikation von Stress. Es werden CBA/J-Weibchen mit DBA/2J-Ménnchen verpaart. Diese Paa-
rungskombination hat eine hohe Fehlgeburtenrate, die zum grof8en Teil nicht auf chromosomale
Aberrationen zuriickzufiihren ist (Clark et al., 1993). Die Stressexposition der CBA/J- Weibchen
am Tag 5,5 der Trachtigkeit erh6ht zusétzlich die Abortrate auf physiologische Weise (Arck et
al., 1995). Es ist bekannt, dass Stress eine Th;-Immunantwort fordert und iiber diese einen A-
bort auslosen kann (Arck et al., 1995; Arck et al., 1997; Arck et al., 1997). Einige Zellpopulatio-
nen scheinen in dieser Interaktion eine besonders gewichtige Stellung einzunehmen wie z.B. y0
T-Zellen (CD4°,CDS"), Mastzellen und NK-Zellen (Chaouat et al., 1990; Arck et al., 1995; Mar-
kert et al., 1997; Marx et al., 1999; Arck et al., 1999). Es wird vermutet, dass Stress die Nerven-
fasern zur Sekretion von Neuropeptiden anregt (Chrousos ef al., 1998). Das nach Stressexpressi-
on sezernierte Neuropeptid Substanz P wirkt aktivierend auf Mastzellen via Rezeptorinteraktion
(Bienenstock et al., 1988; Singh et al., 1999; Jessop et al., 2000), wodurch die Mastzellen degra-
nulieren und TNF-a sezernieren konnen (Stead et al., 1990; Ansel ef al., 1993). Es hat sich ge-
zeigt, dass ein Substanz P-Antagonist die durch Stress getriggerte Abortrate deutlich reduzieren
kann (Joachim et al., 2001). Dieses Stressmodell ist ebenfalls auf andere Forschungsgebiete der
Medizin angewandt worden und hat mehrfach belegt, dass es eine inflammatorische Immunsti-

mulation bewirkt. Insbesondere entziindliche Darmerkrankungen und Haarausfall lassen sich
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durch Stress provozieren oder im humanen Modell auf eine erhdhte Stresswahrnehmung zuriick-

fithren (Arck et al., 2001; Goldmann, 2002; Niess et al., 2002).

1.5 Immunologische Aspekte der Prieklampsie

Die erfolgreiche Invasion von Trophoblasten gilt als abhéngig von bestimmten Integrinen auf der
Oberflache der Trophoblasten, die identisch mit den Integrinen der maternalen Endothelzellen,
dem Zielort der Trophoblasteninvasion, sind. Integrine sind Oberflaichenmolekiile, die fiir Zell-
Zell-Interaktion und Zell-Matrix-Interaktionen von herausragender Bedeutung sind. Blastocysti-
sche Trophoblasten, die fiir die initiale Invasion wéhrend der Implantation verantwortlich sind,
exprimieren mehrere Integrine, die an interzelluldre Matrix und an andere Zellen binden wie zum
Beispiel a6p4, avp6, a4p1 und E-cadherin (negatives invasives Signal). Normalerweise werden
a6p4, 04PB1 und E-cadherin auf den Trophoblasten zum Zeitpunkt der Invasion herunterregu-
liert, wihrend VE cadherin, avp5-3, und alf1&3 heraufreguliert werden (Zhou et al., 1997a;
Zhou et al., 1997b). Das Integrin a5B1 des Fibronektins vermittelt ein negatives Signal fiir die
Migration der Trophoblasten. Bei Praeklampsie ist der inhibitorische Rezeptor a5f1 exprimiert;
und a6B1 wird nicht von dem al1B1-Integrinmolekiil ersetzt, welches ein wichtiges migration-
stimulierendes Signal an das Typ I-Kollagen iibermittelt. Diese fehlende Transformation des
Integrinmusters des Trophoblasten in der Pathogenese der Pracklampsie scheint die Bindung des
Trophoblasten an Matrixmolekiile wie Fibronektin, Vitronektin und Kollagen zu beeinflussen
(Damsky et al., 1994; Friedmann et al., 1994; Pijnenborg et al., 1996; Zhou et al., 1997a; Zhou
et al., 1997b; Dekker et al., 1998; Bowen et al., 2000). AuBlerdem fehlt ein wichtiges, positives
Migrationssignal durch die ausbleibende Umwandlung von avB5 zu avp3 . Diese Umwandlung
diirfte ein entscheidender Faktor sein, um das negative Migrationssignal — ausgehend vom a5f31
des Fibronektins — zu liberwinden (Damsky et al., 1994). Die ausbleibenden Transformationen
der Integrinexpression des Trophoblasten konnten ein Grund fiir dessen unvollstindige Bindung
an die Matrix sowie seine unzureichende Migration in der Pathophysiologie der Praeklampsie
erkliren. Wiire der Ligand, der die Expression fiir a5B1 verstirkt, im Uberfluss vorhanden, wire
die Invasion und eventuell sogar die Differenzierung des Trophoblasten zu dem gereifteren, in-
vasiv tatigen Phianotyp blockiert (Damsky et al., 1994; Friedmann et al., 1994; Pijnenborg et al.,
1996; Zhou et al., 1997a; Zhou et al., 1997b; Dekker et al., 1998; Bowen et al., 2000). Unter
Beriicksichtigung der Daten zu fgl2 konnte man davon ausgehen, dass der zytokinabhéingige

Anstieg von fgl2 die Invasion der Trophoblasten zu verzégern vermag. Die Bildung und Ablage-
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rung von Fibrin wére moglicherweise solch ein Mechanismus. Ebenso konnte auch ein direkter
Effekt von fgl2 auf die Trophoblasten bestehen und eine mdgliche Erklarung fiir die behinderte
Invasion der Trophoblasten in Prieklampsie darstellen. Andere Erklarungen fiir die gestorte in-
vasive Trophoblastenaktivitit konnten die erhéhte Prasenz von Inositolphosphoglykanen und die
dadurch vermittelte Apoptose sein (Kunjara et al., 2000) oder eine durch einen vermehrten Sau-
erstoffverbrauch bedingte vaskulire Verdanderung. Eine erhohte Expression von Adhésionsrezep-
toren oder die Aktivierung von zirkulierenden Leukozyten, die mit Adhésionsrezeptoren ver-
mehrt interagieren, wiirden zu einer Herabsetzung der Migrationsaktivitit des Trophoblasten in
der Priaeklampsie fithren (Bearchell et al., 1998; Endresen et al., 1998; Sacks et al., 1999). Auf-
fallend ist auch die Beobachtung, dass die Trophoblasten bei einer Praeklampsie das schiitzende
Selbst-Antigen HLA-G vermindert exprimieren und somit eventuell nur unzureichend vor der
Aktivitdt von NK-Zellen abgeschirmt sind (siehe auch 1.1.1).

Die Hypothese, dass fgl2 zu einem negativen Invasionsstimulus beitrégt, verkniipft die oben ge-
nannten Beobachtungen mit den Daten, die eine erhdhte inflammatorische Aktivitit des Immun-
systems in Praeklampsie beschreiben. Gemall dem Modell der erfolgreichen, komplikationslosen
Schwangerschaft als ein Thy-Phdnomen, scheint diese anti-inflammatorische Prigung des Im-
munsystems in Prdeklampsie nicht erfolgreich abzulaufen, so dass ein Th;-Milieu in praeklamp-
tischer Schwangerschaft vorherrscht (Wegemann et al., 1993; Marzi et al., 1996; Sabahi et al.,
1995; Jones et al., 1997; Saito et al., 1999; Clark et al., 1994). Die wiederholte Exposition des
maternalen Immunsystems mit paternalen Alloantigenen — wie bei Transfusionen oder wéihrend
einer erfolgreichen Schwangerschaft (semi-allogene fetale Leukozyten koénnen die Plazen-
taschranke {iberwinden) — fordert die Umwandlung des Th;-Milieus in ein Th,-Milieu, woraus
sich ein geringeres Risiko fiir eine spontane Fehlgeburt eines chromosomal normalen Embryos
sowie eine geringere Pridvalenz von Priaeklampsie ergibt (Steck ef al. 1992; Clark, 1994; Arck et
al., 1997; Ramhorst et al., 2000). Tatséchlich fordert eine wohl angewandte Immunstimulation in
humaner wie auch in muriner Schwangerschaft das Wachstum des Féten und der Plazenta (Cha-
ouat ef al., 1990; Mowbray et al., 1991; Clark et al., 1994). Epidemiologisch orientierte humane
Studien haben gezeigt, dass ein Partnerwechsel mit folgender Schwangerschaft in einem relativ
kurzen Zeitraum (liber wenige Monate) mit einem wesentlich erhohten Risiko des Auftretens
von Priaeklampsie behaftet ist. Dies scheint auf die ungeniigende Auseinandersetzung des mater-
nalen Immunsystems mit den paternalen Alloantigenen im Ejakulat zuriickzufiihren zu sein. Eine
langer bestehende Partnerschaft, in der die Kohabitation nur unter Anwendung von Prédservativen
stattgefunden hat, ist ebenfalls mit einem erhdhten Risiko einer Prieklampsie assoziiert (Robil-

lard et al., 1994). Bestimmte maternale Th;-Zytokine haben fiir sich genommen sicherlich einen



Einleitung 21

negativen Effekt auf die Migration und Invasion der Trophoblasten (Haimovici et al., 1991). Im
Allgemeinen miissten diese Zytokine allerdings extreme Konzentrationen erreichen, um dieses
Ausmal} an invasionshemmender Wirkung zu entfalten. Bei solchen Konzentrationen wiirde
wahrscheinlich der toxische Effekt der Zytokine weit mehr ins Gewicht fallen als mogliche nega-
tive Migrationssignale. Auch gibt es keine Hinweise, dass die Th;-Zytokine einen Einfluss auf
die Umwandlung der Integrinexpression des Trophoblasten haben. Zugleich fordern Th;-
Zytokine die Expression der Prothrombinase fgl2, welche iiber Thrombine und Chemokine die
Ablagerung von Fibrin fordert (Clark ef al., 1998; Clark et al., 1999; Clark et al., 2001). Implan-
tate, welche nicht resorbiert werden, fiihren im Mausmodell zu kleineren Embryonen. Vielleicht
ist dies ein Speziesunterschied, weil Mause auf ischdmische Implantate nicht mit einer Blut-
druckerh6hung reagieren, wie das bei Ratten oder Menschen der Fall ist. Fibrin, wie auch Fibro-
nektin, bindet an Integrine von Trophoblasten und kann somit die Migration hemmen (Damsky
et al., 1994). Daher konnte eine Stimulation einer liberwiegend Th;-dominierten Immunantwort
durchaus zu einer erhohten Expression von fgl2 flihren, welche dann eine behinderte Invasion
von Trophoblasten via negativer Migrationsignale durch Integrine zur Folge haben konnte, wo-
durch die damit behinderte Implantation der Wegbereiter fiir die Entwicklung einer Praeklampsie
wire (Knackstedt et al., 2001).

Die unzuldngliche Migration der Trophoblasten scheint pathogenetisch die endotheliale Dys-
funktion auszuldsen. In welchem Zusammenhang das inflammatorische Milieu in der Pré-
eklampsie mit der gleichzeitig beobachtbaren endothelialen Dysfunktion steht, ist nicht ausrei-

chend geklért.

1.6 Fragestellung

In dieser Arbeit soll die Immunpathologie der Schwangerschaftskomplikationen, Spontanabort
und Priaeklampsie, untersucht werden. Insbesondere steht die Verkniipfung des immunologischen
Profils der Schwangerschaftskomplikation mit einer zytokinabhingigen Gerinnungsaktivitdt im
Vordergrund des Interesses. Zur genaueren Charakterisierung des immunologischen Profils dient
der Vergleich eines Stress-immunologisch mit einem inflammatorisch ausgeldsten Abort (IL-12-
Injektion) im Mausmodell. Als Vergleichsgrundlage werden quantitative mRNA-Messungen von
Zytokinen und der Prothrombinase fgl2 herangezogen. Im humanen Modell ist die Proteinex-
pression der Prothrombinase fgl2 in humaner Plazenta im ersten und im dritten Trimenon von

besonderem Interesse. Im Falle der Expression von fgl2 Protein soll die Rolle von fgl2 in den



Einleitung 22

Schwangerschaftskomplikationen Spontanabort und Préeklampsie und der Zusammenhang zu

einer immunologischen Dysbalance untersucht werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Sechs bis acht Wochen alte DBA/2J-Ménnchen und CBA/J-Weibchen wurden von Charles Ri-
ver (Sulzfeld, Deutschland) und alternativ auch vom Jackson Laboratory (Maine, USA) bezogen.
Die Tiere wurden in der Tierhaltung des Virchow-Klinikums (Berlin, Deutschland) beziehungs-
weise der Tierhaltung des Toronto Hospitals (Toronto, Kanada) bei einem Licht-
/Dunkelheitszyklus von zwolf Stunden gehalten. Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad /libi-
tum. Zwei Monate alte CBA/J-Weibchen und drei Monate alte DBA/2J-Ménnchen wurden im
Verhiltnis 2:1 fiir die Verpaarung zusammengesetzt. Die Trachtigkeit wurde jeden Tag zur glei-
chen Zeit durch die Untersuchung auf einen vaginalen Pfropfen kontrolliert. Dieser Tag wurde
als Tag 0,5 der Tréichtigkeit dokumentiert. Die Genehmigung zur Vornahme der Versuche dieser
Arbeit an lebenden Wirbeltieren wurde vom Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz

und technische Sicherheit unter Reg 0401/98 erteilt.

2.2 Patientinnenkollektiv

Die aus dem ersten Trimenon stammenden Gewebeproben bestanden aus paraformaldehyd-
fixierten und in Paraffin eingebetteten Deziduaproben von 14 Patientinnen, die einen Abort erlit-
ten hatten und von sechs Patientinnen mit einer elektiven Terminierung einer normalen Schwan-
gerschaft aus sozialer Indikation. Die Proben wurden routineméBig von der Pathologie des Vir-
chow-Klinikums (Berlin, Deutschland) gesammelt und freundlicherweise zur Untersuchung auf
fgl2, TNF-o und Apoptose zur Verfiigung gestellt.

Die aus dem dritten Trimenon stammenden Gewebeproben bestanden aus paraformaldehyd-
fixierten und in Paraffin eingebetteten Plazentaproben von zwolf normalen Schwangerschaften
und zwolf Plazenten von Patientinnen mit einer Praeklampsie. Im Folgenden werden diese als
,Praeklampsie-Plazenten* bezeichnet. Die Plazentaproben wurden routineméfig von der Patho-
logie des Virchow-Klinikums gesammelt und freundlicherweise zur Untersuchung auf fgl2,
TNF-a und Apoptose zur Verfiigung gestellt. Die Kontrollproben wurden dem Gestationsalter
der Praeklampsieproben, 27- 41 Schwangerschaftswochen (SSW), entsprechend ausgewihlt. Die
Praeklampsieproben wurden nach den Kriterien der Internationalen Gesellschaft zur Untersu-
chung von Bluthochdruck in der Schwangerschaft (ISSHP) ausgesucht, wobei der diastolische

Blutdruck mindestens dreimal 100mmHg und mehr betragen haben und mindestens einmal eine
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Proteinurie mit 1g/dl Protein im Urin oder einem +++ Signal auf dem Urinstreifen gemessen

worden sein musste.

2.3 Versuchsaufbau der Tierversuche

Es wurden zwei unhabhingige Tierversuche durchgefiihrt. In dem ersten Versuchsaufbau (I)
wurden zehn trachtige Weibchen der Kontrollgruppe zugeordnet und elf der trichtigen Weibchen
wurde am Tag 5,5 der Trichtigkeit fiir 24 h einer Larmquelle (300 Hz, 70 dB, 4 Mal pro Minute
in unregelmdfigen Abstinden) ausgesetzt. Larm ist eine anerkannte Methode zur Stress-
Applikation bei Nagetieren, insbesondere die CBA/J-Weibchen zeigen sich empfinglich fiir die-
se Art des Stresses (Arck et al., 1995; Arck et al., 1997; Arck et al., 1997). Am Tag 13,5 wurden
die Weibchen getétet und die Uteri entnommen. In einem weiteren Versuchsaufbau (II) wurden
fiinf der trichtigen Weibchen einer Kontrollgruppe zugeordnet und sieben der triachtigen Weib-
chen erhielten am Tag 5,5; 6,5; 7,5 und 8,5 der Trachtigkeit anstatt Stress eine Injektion von re-
kombinanten, murinen IL-12 p70 Protein ( R&D System, Deutschland). Die Injektion erfolgte
intraperitoneal mit 100ng des IL-12 fiir vier Tage zwischen 8:00 und 10:00 Uhr (Fantuzzi et al.,
1999; Zenclussen et al., 2002). Alle Kontrollgruppen erhielten keinerlei Behandlung; auch auf
die Injektion von PBS Puffer wurde verzichtet, da in vorangegangenen Arbeiten bereits gezeigt
werden konnte, dass die i.p. Injektion von PBS-Puffer keine Auswirkung auf die Abortrate im

Vergleich zu nicht behandelten Tieren hatte (Arck et al., 1995).

2.4 Abortrate in Prozent

Am Tag 13 der Triachtigkeit wurden die Weibchen mittels Genickbruch getotet und die Uteri
préapariert. Es wurde die Anzahl an erfolgreichen Implantationen im Verhéltnis zur Anzahl an
Resorptionen (=Aborte) protokolliert. Resorption wurde anhand der Grofe sowie der himorrha-
gischen und nekrotischen Zersetzung diagnostiziert. Der Prozentsatz an Resorptionen wurde
durch das Verhiltnis von Resorptionen zu erfolgreichen Implantationen ermittelt. Abbildung 3

zeigt ein Horn des V-formigen Mausuterus mit Resorptionen und Implantationen.



Material und Methoden 25

Implantation

Resorption
. S

Abbildung 3:  Darstellung eines der Seitenhérner des V-formigen Mausuterus
Dargestellt sind zwei Implantationen (—) und zwei Resorptionen (%) in einem Mausuterus am Tag 13,5

der Tréchtigkeit, daher liegt in dem oben dargestellten Seitenhorn des Uterus eine Abortrate von 50% vor.

2.5 Gewebepriparation

Fiir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden 100mg des Uterusgewebes von Stellen
erfolgreicher Implantationen préipariert und vorsichtig mit sterilem PBS (pH=7.4) gewaschen
und darauf unverziiglich mittels fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80°C bis zur RNA-
Isolation aufbewahrt. Es wurden keine Gewebeproben von der Resorptionsseite entnommen, da
das Gewebe bereits hdmorrhagisch und nekrotisch zersetzt war und Probeversuche gezeigt hat-

ten, dass sich dieses Gewebe zur Zytokindiagnostik nicht eignet.

2.6 Total-RNA-Extraktion

Material:

Trizol Gibco BRL, Karlsruhe,D
Chloroform Merck, Darmstadt, D
Ethanol (100%, 75%) Merck, Darmstadt, D
Agarosegel 1,5% Biozym, Oldendorf, D
Ethiduim-Bromid (10mg/ml) Gibco BRL, Karlsruhe, D
Despergierstation T 8.10, IKA Labortechnik

Zentrifuge (5415C) Eppendorf, Hamburg, D
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100mg des Mausuterus wurden mit ca. 1ml Trizol behandelt und mit dem Dispergiergerdt homo-
genisiert. Danach wurden 200ul, auf —20°C abgekiihltes, Chloroform hinzugegeben und das Gan-
ze vermischt. Durch Zentrifugation (13.000g, 15min, 4°C) wurde das Gemisch in zwei Phasen
aufgetrennt: Die obere Phase, wissrig-klar enthielt die RNA, die untere Phase (zdh-blaulich) die
DNA und die Proteine. Zur Prizipitation wurde die obere klare Phase mit der RNA in einem neu-
en Eppendorfgefal mit der gleichen Menge an —20°C kaltem, absolutem Ethanol iiber Nacht bei —
20°C gefillt und anschlieBend zentrifugiert (18.000g, 15min, 4°C). Die ausgefallene RNA wurde
dann mit 500ul 75%-Ethanol gewaschen und danach erneut zentrifugiert (5000g, 8min, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen, die RNA fiir 20min getrocknet, um dann in 20ul DEPC-gereinigtem
Wasser gelost zu werden. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt auf der Grund-
lage, dass 10D bei 260nm 40pug RNA entspricht. Die Qualitdt der extrahierten RNA wurde mittels
Elektrophorese in Ethidium-Bromid gefarbtem 1,5% Agarosegel gepriift.

2.7 DNAse-Behandlung der RNA-Proben

Material:
DNAse 1100 U (1U/pl) Roche, Mannheim, D
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Nach der RNA-Isolation wurde die Total-RNA mit DNAse I mit 1U/l pro pg-RNA fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde die DNAse durch die Zugabe von EDTA inakti-
viert. Nach der DNAse Behandlung konnte keine genomische DNA mehr durch PCR nachge-

wiesen werden.

2.8 Reverse Transkription

Material:

Random Hexamer Gibco BRL, Karlsruhe, D
dNTP-Mix (2 mM) Gibco BRL, Karlsruhe, D
Erststrangpuffer Invitrogen, Groningen, NL
DTT (100mM) Invitrogen, Groningen, NL
Superscript IT (200U/pl) Gibco BRL, Karlsruhe, D

Thermocycler (MasterCycler 5530) Eppendorf, Hamburg, D
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Zur Gewinnung von cDNA fiir die PCR wurde die gereinigte mRNA durch eine reverse
Transkription mit Hilfe einer RNA-abhédngigen DNA-Polymerase umgeschrieben. An das Poly-
A-Ende der RNA-Molekiile wurde ein Thymin-Oligonukleotid anhybridisiert und diente als
Matrize fiir die weitere Kettenverldngerung. Die Ribonuklease aus der reversen Transkriptase
hydrolysierte den RNA-Teil des entstchenden RNA/DNA-Hybridstranges, so dass in einem
zweiten Durchgang der komplette DNA-Doppelstrang durch die reverse Transkriptase syntheti-
siert werden konnte.

2ug der extrahierten RNA wurden mit 2ul Random Hexamer versetzt, fiir 10min bei 70°C inku-
biert und durch anschliefendes Abschrecken auf Eis (1 min) denaturiert. Dann wurden pro An-
satz Sul ANTP Mix, 4pl Erststrangpuffer, 2ul DTT und 1pl Superscript II hinzugegeben. Der
20ul Ansatz wurde im Thermocycler fiir 10min auf 25°C gebracht, danach fiir 60min bei 42°C
und 10min bei 70°C inkubiert. Die cDNA wurde entweder unverziiglich weiterverarbeitet oder
bei —20°C aufbewahrt. Kontrollproben enthielten das Reaktionsgemisch ohne RNA, wobei keine
cDNA synthetisiert wurde.

2.9 Qualitative PCR

Material:

dNTP-Mix (2mM) Gibco BRL, Karlsruhe, D

10 x Gold-Tag-PCR-Reaktionspuffer Applied Biosystems, CA, USA
Forward-Primer (20uM) Tib-Molbiol, Berlin, D
Reverse-Primer (20uM) Tib-Molbiol, Berlin, D
AmpliTaq-Gold DNA-Polymerase (1U/pl) Applied Biosystems, CA, USA
Thermocycler (MasterCycler 5330) Eppendorf, Hamburg, D

Durch Bindung der Primer werden bestimmte Sequenzen der durch die Reverse-Transkription
gewonnenen cDNA durch die Polymerasekettenreaktion amplifiziert: Der cDNA-Doppelstrang
wird durch eine Erhohung der Temperatur auf 94°C denaturiert (hot start), anschlieBend werden
zwei aus 15 bis 25 Basenpaaren bestehende Oligonukleotide (Primer) zugesetzt, die am Anfang
und Ende der zu amplifizierenden Sequenz an die cDNA binden. Die DNA-Polymerase syntheti-
siert eine neuen DNA-Strang, der jeweils zu dem als Matritze dienenden Einzelstrang komple-
mentér ist. Dadurch entstehen wihrend jedes Reaktionzykluses 2" doppelstrangige Kopien der

cDNA-Sequenz.
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2ul des RT-Produktes wurde mit 31ul Aqua dest., 7,5ul ANTP-Mix, 5ul 10 x Gold-Taq-PCR-
Reaktionspuffer, jeweils 2ul forward- bzw. reverse-Primer und 0,5u] Gold-Tag-DNA-
Polymerase versetzt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne RT-Produkt, um eine Konta-
mination auszuschliefen. Der 50ul Ansatz wurde im Thermocycler amplifiziert. 1 Zyklus 10min
bei 94°C (hot start), darauf folgten 40 Zyklen jeweils 30s 94°C, 45s 60/63°C und 1min 72°C,
danach wieder 1 Zyklus 10min bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch darge-
stellt.

2.10 Die Agaroseelektrophorese

Material:
Ultra Pure Agarose Biozym, Oldendorf, D
50 x TAE (Tris-Azetat-EDTA) ad 11 Aqua dest. (pH = 8,0):
- Tris Baze (40mM) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
- Eisessigsdure (20mM) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
- EDTA (2mM) Sigma-Aldrich Steinheim, D
Ethidium-Bromid Gibco BRL, Karlsruhe, D
10 x DNA-Probenpuffer Gibco BRL, Karlsruhe, D
100bp-Leiter Gibco BRL, Karlsruhe, D
Biometra Volt Biometra, Gottingen, D
UV-Transluminator Frobel, Lindau, D
Sofortbildkamera Polaroid, Offenbach, D

Die Gelelektrophorese nutzt das Verhalten von Proteinen bzw. RNA und DNA im elektrischen
Feld. Die Wanderung wird durch Nettoladung, Gréf3e und Gestalt bestimmt. Die negativ gelade-
nen Basen der Nukleinsduren wandern zur positiv geladenen Elektrode und werden durch die
Struktur des Agarosegels nach Grof3e getrennt.

Die Agarose wurde in einer Konzentration zwischen 1% und 3% in 1 x TAE Loésung durch Er-
hitzen geldst. Zu 100ml der Losung wurden 1pl Ethidium-Bromid gegeben und durch Schwen-
ken vermischt. Die fliissige Agaroselosung wurde in einen Gelschlitten gegossen und fiir min-
destens 20min unbewegt zum Trocknen gelassen. Der Gelschlitten mit Gel wurde in eine Gel-
kammer gelegt, die mit 1 x TAE Puffer gefiillt war, so dass das Gel vollstindig vom Puffer be-
deckt war. Die Proben wurden mit 1pul bis 3ul DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen

pipettiert. Als Marker diente eine 100 Basenpaarleiter. Die elektrophoretische Auftrennung er-
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folgte bei 90V bis 100V. Das Ethidium-Bromid interkaliert die DNA und dadurch wurde eine

Visualisierung bei 312nm mit einem UV-Transluminator moglich. Die Dokumentation erfolgte

mit einer Sofortbildkamera.

2.11 Quantitative PCR

Material:
Master Mix:
- 15,2ul H,O
- 2,5ul 10x Reaktionspuffer
- 2ul ANTP’s (2,5mM)
- 2,25ul MgCl, (50mM)
- 0,4ul TE (Tris-EDTA)

Braun, Melsungen, D

Applied Biosystems, CA, USA
Gibco BRL, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 0,25ul ROX Tibmol-Biol, Berlin, D
Forward Primer (20uM) Tibmol-Biol, Berlin, D
Reverse Primer (20uM) Tibmol-Biol, Berlin, D
TagMan-Sonde (10puM) Tibmol-Biol, Berlin, D
AmpliTaq Platin Applied Biosystems, CA, USA
ThermoFast, Plates Rapidozym, Berlin, D
Flat Cap Stripes Rapidozym, CA, USA
ABI PRISM 7700 Sequence Detector Perkin Elmer, CA, USA
“Sequence Detections Systems‘““-Software Perkin Elmer, CA, USA

Die TagMan-PCR ist eine Methode zur quantitativen Detektion und Analyse von cDNA, die
durch Reverse-Transkription aus RNA hergestellt wurde. Dabei werden der cDNA Probe zwei
Primer-Molekiile und eine Sonde, die jeweils spezifisch fiir die zu messende Sequenz sind, hin-
zugefiigt. Primer und Sonde binden an den fiir sie spezifischen Abschnitt der cDNA. Die Sonde
ist an beiden Enden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Am 5’-Ende der Sonde befindet sich
der Reporter mit dem Farbstoff FAM (6-Karboxifluoreszein) und am 3’-Ende der Quencher mit
der Farbe TAMRA (6-Karboxi-N,N,N’,N’-Tetramethylrhodamin). Ist die Sonde an die cDNA
gebunden, unterdriickt der Quencher an dem einen Ende der Sonde das Fluoreszenzsignal des
Reporters am anderen Ende der Sonde. Diese Ausloschung des Fluoreszenzsignals des Reporters
beruht auf dem Effekt des Resonanz-Energie-Transfers und ist an die linear rdumliche Anord-

nung der beiden Molekiile gebunden. Startet nun die PCR und wird der komplementire Strang
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zu dem Abschnitt, an dem die Sonde gebunden ist, durch die DNA-Polymerase synthetisiert,
bedingt das eine Spaltung der Sonde von der cDNA. Durch diese Abspaltung der Sonde wird die
strenge, lineare Anordnung der beiden Fluoreszenzmolekiile zueinander aufgehoben und der
Resonanz-Energie-Transfer unterbrochen. Dadurch sendet das Reporter-Molekiil sein Fluores-
zenzsignal, welches mittels des TagMan registriert werden kann. Folglich erhélt man fiir jede
synthetisierte cDNA-Sequenz des spezifischen Abschnittes ein Fluoreszenzsignal. Dieser Pro-
zess wiederholt sich in jedem Zyklus und interferiert nicht mit der exponentiellen Akkumulation

des PCR-Produktes.

y inhibiert
, @Probe

cDNA

Fluoreszenzsignal

N/ P
cDNA-Synthese - PCR N @

Abbildung 4:  Prinzip der quantitativen PCR

1. Die Sonde ist linear an die cDNA gebunden und das Quencher-Molekiil inhibiert die Fluoreszenz des Repor-
ters.
2. Bei der Synthese der cDNA wird die Sonde von der cDNA abgespalten. Der Quencher inhibiert nicht ldnger

den Reporter.

1ul RT-Produkt wurde mit 0,5ul Forward-Primer, 0,5u1 Reverse-Primer, 0,3ul TagMan-

Sonde, 0,1l Amplitaq Platin und 22,6l Master Mix versetzt. Als Reaktionsgefa3e wurden spe-
zielle Micro-Amp-Optical-Tubes mit entsprechenden Micro-Amp-Optical-Caps verwendet. Als
Negativkontrolle dienten Ansédtze ohne das RT-Produkt, um eine Kontamination der Templates
auszuschlieBen. Pro gemessener Platte wurden mindestens drei Negativkontrollen pipettiert.
Wenn moglich wurden die Primer so gewéhlt, dass sie Intron-iiberspannend waren. Als erster
Zyklus der Amplifikation wurde das Reaktionsgemisch fiir 10min auf 95°C (hot start) erhitzt,
anschlieend folgten 40 Zyklen von jeweils 15sec bei 95°C und 1min bei der jeweilig spezifi-
schen Temperatur, die optimal fiir die Sonde ist (sieche Tabelle unten). Die Echtzeitanalyse wurde

durch spezielle Software (siehe oben) ausgewertet. Alle gemessenen Daten wurden auf HPRT
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(Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) als Referenzgen bezogen. Die Sonden wurden alle

auf ihre Spezifitit fiir cDNA gepriift, das heiflit genomische DNA wurde nicht amplifiziert.

Primer-Sequenzen:

Murines HPRT:

Ex 7,8: 5°-gTTggATACAggCCAgACTTTgT
Reverse: 5’-CACAggACTAgAACACCTgC
Murines IFN-y:

Forward: 5°-CagCAACAACATAAgCgTCAT
Reverse: 5’-CTCCTTTTCCgCTTCCTgA
Murines TNF-a.:

Forward: 5°’-AgCCTgTAgCCCACgTCgTAg
Reverse: 5°-ggCAgCCTTgTCCCTTgAAg

Murines fgl2:
Forward: 5’-CAACAgTTTggATggCAAgTg
Reverse: 5’-CTTTgTATATTAgATgAACCgg

Murines 1L-12 p40:
Forward: 5’-TTCAgTgTCCTgCCAggAgg
Backward: 5’-CgggTCTggTTTgATgATgTC

Murines IL-12 p35:
Forward: 5’-CCACCCTTgCCCTCCTAAAC
Reverse: 5°-ggCAgCTCCCTCTTgTTgTg

Sonden-Sequenzen:

Murines HPRT: 5°-6FAM-TTgCAgATTCAACTTgCgCTCA XT CTT p
PCR-Temperatur: 60°C oder 63°C

Murines IFN-y: 5’-6FAM-TTCCggCAACAgCTggTggACCAC XT p
PCR-Temperatur: 60°C

Murines TNF-a: 5’-6FAM-gTAgACAAggTACAACCCA XT CggCTgp
PCR-Temperatur: 63°C

Murines fgl2: 5’-6FAM-gTgTCCCAgCCAAgAACACA XT gCA p
PCR-Temperatur: 63°C
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Murines IL-12 p40: 5’-6FAM-TgTCACCCTgCCCAAC XT gCCgAgp
PCR-Temperatur: 60°C

Murines IL-12 p35: 5’-6FAM-ACCTCAgTTTggCCAgggTCAT XT CCA p
PCR-Temperatur: 60°C

Das X steht fiir den Quencherfarbstoff Tamra.

2.12 Analyse der Taq-Man-Daten

Nach 40 Zyklen berechnet der Computer den Verlauf der Intensitéit der Fluoreszenz im Verhalt-
nis zur Basisfluoreszenz des dem Master Mix beigefiigtem Rox-Farbstoffes. Der dazugehdrige
Graph folgt einem s-formigen Verlauf. Auf dieser Grundlage berechnet der Computer den Zyk-
lus, bei dem die anfangliche Fluoreszenz exponentiell ansteigt. Dieser Zyklus (Zyklus C;) wird
fiir jede Probe individuell berechnet. Fiir jede Probe wurden drei Messungen durchgefiihrt, wo-
bei der Mittelwert aus den jeweiligen Ci-Werten gebildet wurde. Der C-Wert ist linear abhdngig
von der Menge an cDNA der jeweiligen Sequenz. Je frither die exponentielle Phase der PCR
beginnt (= Ci-Wert), desto hdufiger findet sich die Sequenz in der untersuchten cDNA. Da bei
der quantitativen Bestimmung der Ausgangsmenge an cDNA mittels Photometer sowie dem
Pipettieren kleine Ungenauigkeiten nicht sicher vermieden werden konnen, wird der C-Wert der
Zytokinsequenz bei jeder Messung individuell ins Verhiltnis zum Ci-Wert des HPRT der jewei-

ligen Probe gesetzt. Es wird folglich ein AC-Wert fiir jede Probe gebildet:

A Ct= Ct(HPRT) - Ct(Zytokin)

Ein niedriges AC,, also ein geringer Unterschied in der Menge von HPRT-Expression und Zyto-
kinexpression, bedeutet, dass die Zytokinsequenz in der cDNA, die aus mRNA gewonnen wur-
de, hédufig exprimiert ist. Fiir eine vereinfachte Darstellung gilt, hohe Werte entsprechen einer
grofBen Menge an cDNA. Hierzu ist eine Formel entwickelt worden, die folgende empirisch ge-
wonnen Werte beriicksichtigt: Durch eine Verdiinnungsreihe wurde ermittelt, dass ein AC; von

3.41 einer Verzehnfachung der Menge an cDNA entspricht.

Folgende Umwandlungsformel wurde berechnet:

ACt'=1/2ACt
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Diese Formel wurde benutzt, um die AC; in Sdulendiagrammen grafisch darstellen zu konnen.
Nach der Umwandlung muss der Wert mit einem Faktor x (z. Bsp. 10000) multipliziert werden.
Fiir die Darstellung der Korrelation erwies sich die Umwandlung durch diese Formel als zu
grob. Daher wurde zur besseren Visualisierung der Korrelationen die Umwandlung vereinfacht:

1/ACt

2.13 Priparation von Plasmid-DNA im kleinen Maflstab (Minipriparation)

Material:
E.coli Glyzerol-Stamm (pUC19) mit pBluescript®SK(+/-) mit Maus-fgl2-Sequenz
Kulturmedium (LB-Medium)

- 1g Tryptan Sigma-Aldrich, Steinheim, D
- 0,5g Pilz-Extrakt Sigma-Aldrich, Steinheim, D
- 5g Kochsalz Merck, Darmstadt, D
- 100 ml steriles Aqua dest. Braun, Melsungen, D

Kultur-Agar (LB-Agar)

- 5g Tryptan Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 2,5 g Pilz-Extrakt Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 5g Kochsalz Merck, Darmstadt, D

- 7,5 g Agar Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 500 ml steriles Aqua dest. Braun, Melsungen, D
Ampicillin (100mg/ml) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, D
Brutschrank Heraeus, Hanau, D

Die Plasmid-DNA diente als Matrize unter anderem zur Gewinnung der fiir die In-situ-
Hybridisierung bendtigten RNA-Sonde. Der Escheria-coli-Glyzerolstock enthielt Bakterien mit
einem Plasmid, welches die bendtigte DNA-Sequenz und gleichzeitig die Information der Ampi-
cillin-Resistenz kodierte. Zundchst wurde 1ul des Glyzerol-Stockes auf einer Agarplatte ausge-
strichen und im Brutschrank fiir eine Nacht (37°C) inkubiert. Dann wurde eine Kolonie geerntet,
auf einer neuen Agarplatte ausgestrichen und vor erneuter Inkubation mit Ampicillin beimpft.
Dadurch wurden ausschlieBlich die Plasmid tragenden Bakterien selektiert. Die Plasmid-DNA

wurde durch Reinigung auf einer Silikagel-Membran aus den Bakterien gewonnen.
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Darauf folgten: Inkubation der LB-Kulturmediums mit 1pul des E.coli-Glyzerol-Stammes iiber
Nacht bei 37°C im Brutschrank, Selektion der Phagen tragenden Bakterien durch die Inkubation
einer Kolonie mit 10ug Ampicillin in 10ml Kulturmedium (LB-Medium) {iber Nacht bei 37°C.
Anschlielend erfolgte die Plasmidpréparation nach dem Protokoll des QIAprep-Spin-Miniprep-
Kits: Zundchst wurde eine alkalische Lyse durchgefiihrt, um anschlieBend die DNA durch ein
Silikagel zu extrahieren. Silika (Kieselgel) ist ein chaotropes Salz, welches die DNA durch Ent-
fernung der Hydrathiille zu binden vermag. Anschlieen wurde die DNA eluiert und in 50ul
10mM Tris-HCI (niedrige Salzkonzentration) geldst. Die Konzentration der Plasmid-DNA be-
trug 0,7pg/pl.

2.14 Linearisierung der Plasmid-cDNA

Material:

pBluescript® SK(+/—) mit humanem TNF-a/

Maus-fgl2-Sequenz Stratgene, Amsterdam, NL
Restriktionsenzyme Sma I und EcoR V Promega, Mannheim, D
Restriktionspuffer Promega, Mannheim. D
DEPC H,O Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Agarosegel (1-1,2%):

- 0,7-0,8g Agarose Biozym, Oldendorf, D

- 70-80ml TAE-Puffer Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 1pul Ethidium-Bromid (1pg/ml) Gibco BRL, Karlsruhe, D
Biometra Volt Biometra, Gottingen, D
UV-Transluminator Frobel, Lindau, D

Fiir die fgl2-Sonde wurde das aus 650 Basenpaaren bestehende Exon 2 des murinen fgl2 ver-
wandt. Um die Plasmid-DNA in eine RNA-Sonde fiir die In-situ-Hybridisierung umschreiben zu
konnen, muss die DNA-Sequenz aus dem Plasmid isoliert und linearisiert werden. Dazu wurde
das Plasmid an den vorgesehen Abschnitten mit den Enzymen Sma I und EcoR V geschnitten,
um dann die DNA mit Hilfe der Agaroseelektrophorese (siche oben) aufzutrennen. AnschlieBend
musste die DNA aus dem Gel herausgeldst und gereinigt werden.

Inkubation von 20ul Plasmid-DNA mit 2l des jeweiligen Restriktionsenzyms sowie 3ul Puffer
und Sul H,O fiir 2h bei 37°C zur Linearisierung der Plasmid-DNA. Nach der Inkubation wurde
die linearisierte cDNA (3ul) mit 3ul H,O plus 1ul Farbpuffer auf das Agarosegel aufgetragen.
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Das Gel wurde bei 100V fiir ungefdhr 35-45min laufen gelassen. Die cDNA wurde aus dem Gel
mit einer RNAse freien Rasierklinge ausgeschnitten und mit dem QIAquick-Gel-Extraktions-Kit
aus dem Gel herausgeldst. Das Prinzip des Kits beruht auf einer Silikagel-Membran zur Bindung
von DNA in hoch konzentrierter Salzlosung. Die gereinigte dSDNA wurde anschliefend in 50pl
10mM Tris-HCI gelost und bei —20°C autbewabhrt.

2.15 Synthese der **S-markierten RNA-Sonde

Die TNF-a-Sonde fiir humanes Gewebe wurde uns freundlicherweise von Dr. Richard Lea vom
Rowett Research Institute, Aberdeen, Schottland iiberlassen. Die fgl,-Sonde fiir murines Gewebe
wurde in der klinischen Forschergruppe ,,Transplantation* des Toronto Hospitals, Toronto, Ka-

nada entwickelt und fiir die Nutzung freigegeben.

Material:
Linearisierte cDNA (Smal und EcoR V)

Polymerasen T3 und T7 Promega, Mannheim, D
Transkriptionskit Roche, Mannheim, D
DNAse Roche, Mannheim, D

DTT Promega, Mannheim, D
DNTP‘s (2mM) Boehringer, Mannheim, D
Spin Column Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
PS-UTP NEN Dupont, B

Die Plasmid-DNA wird fiir die In-situ-Hybridisierung in eine mRNA-Sonde umgeschrieben.
Trotz des wesentlich hoheren Arbeitsaufwandes durch die Verwendung einer mRNA-Sonde fiir
die In-situ-Hybridisierungsmethode rechtfertigt die wesentlich hohere Spezifitdt und Stabilitét
von mRNA-mRNA-Hybridisierungen im Vergleich zu mRNA-cDNA-Hybridisierungen dieses
methodische Vorgehen. Die DNA-abhingige RNA-Polymerase Ts synthetisiert die RNA — be-
ginnend am EcoR V geschnittenen Ende der DNA — und somit entsteht die mRNA-Antisense-
Sonde. Die Antisense-Sonde verhilt sich spiegelbildlich zur nachzuweisenden mRNA-Sequenz.
Die Polymerase T7 synthetisiert die RNA vom Sma I geschnittenen Ende der DNA aus, woraus
die Sense-Probe extrahiert werden kann als identische Basenfolge der nachzuweisenden mRNA.

Durch die Sense-Sonde kann daher keine Bindung an die nachzuweisende mRNA erfolgen und
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dient hiermit als Negativkontrolle, also dem Nachweis, dass die vorgenommene mRNA-

Hybridisierung mit der Antisense-Sonde spezifisch fiir die Sequenz stattgefunden hat.

2.16 In-situ-Hybridisierung

Material:

Xylol

Ethanol (100%, 90%, 70%)
0,2 N HCI

SSC (Sodium Chlorid Sodium Citrat) (0,1x, 0,5x, 1x, 2x, 4x):

- 175,32g NaCl (3M)

- 88,23g Na-Citrat (0,3M)

- 11 DEPC-H20
DEPC
Proteinkinase Puffer:

- 80ml Im TRIS

-40ml 0,5m EDTA

- 280ml DEPC H20

- Proteinkinase K 80ul 10mg/ml
PBS (Phosphate Saline Buffer)

- 8g NaCl

- 1,16g Na2HPO4

- 0,2g KH2PO4

-0,2g KCI
0,4% Paraformaldehyd in PBS
0,1m TEA mit 0,25% Acetic Anhydrid
Hybmix mit:

- 2,5ml Formamid

-300pul 5m NaCl

- 100pul Denhardts

- 50ul Im TRIS

- 10pl 0,5m EDTA

- 915ul DEPC H20

- 1ml Dextransulfat

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma -Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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- 100ul t-RNA Sigma-Aldrich, Steinheim, D

-25ul 2m DTT Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- DPX Sigma-Aldrich, Steinheim, D
RNAse (6mg/ml) in 200ml Waschpuffer (20 pg/ml) Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 20ml 5m NaCl Merck, Darmstadt, D

-2ml 1m Tris Sigma-Aldrich, Steinheim, D

-0,4ml 0,5m EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, D

- 178ml Aqua dest Braun, Melsungen, D

- SSC+DDT (2m) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Fotoentwicklung:

- Entwickler Kodak, Stuttgart, D

- 1% Essigsédure Merck, Darmstadt, D

- Fixierer Kodak, Stuttgart, D

Harris Himatoxilyn Merck, Darmstadt, D

Bei der In-situ-Hybridisierung wird in einem fixierten Gewebe (Plazenta, Dezidua) die mRNA
eines Proteins nachgewiesen. Insbesondere Zytokinproteine werden in vivo in kurzer Zeit meta-
bolisiert. Der zusétzliche Nachweis der mRNA-Sequenz des Proteins im Gewebe weist sowohl
die Synthese des Proteins im Gewebe selbst als auch die Fahigkeit zur Produktion des Zytokins
bei negativem Ergebnis der Proteinfiarbung (Immunhistochemie). Die In-situ-Hybridisierung
erlaubt keinen unmittelbaren Riickschluss auf die Menge an synthetisierten Protein, wohingegen
sich aus dem Nachweis des Proteins (Immunhistochemie) keine Schliisse auf den Syntheseort
des Proteins ziehen lassen. Aus diesen Griinden erscheint es sinnvoll, die Methode der In-situ-
Hybridisierung mit der Methode der Immunhistochemie zu verkniipfen. In dieser Arbeit ist die
Methode der In-situ-Hybridisierung auf den qualitativen Nachweis sowie die Lokalisation der
mRNA im Gewebe beschrinkt worden, da eine quantitative Auswertung der In-situ-
Hybridisierung aus oben genannten Griinden problematisch erschien.

Die Schnitte wurden entparaffiniert, rehydriert und in 0,2N HCI gewaschen (20min). Anschlie-
Bend folgte ein Waschgang mit 2 x SCC (30min, RT). Zur Andauung der Proteinstrukturen wur-
den die Schnitte mit Proteinkinase behandelt (Smin, 37°C), um darauf mit 0,4%igem PFA
(20min, 4°C) fixiert zu werden. Daraufhin erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 0,25% Acetic
Anhydrid (10min, RT) zur Vermeidung der unspezifischen Bindung an positiv geladene Ami-
nogruppen. Vor Auftragen des Hybridisierungsmix wurden die Schnitte dehydriert und getrock-

net. Nach Applikation der Sonde Antisense oder Sense — geldst im Hybridisierungsmix — wur
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den die Schnitte mit Deckgldschen und DPX versiegelt, um eine Kontamination zu vermeiden.
Zur Hybridisierung wurden die Schnitte iiber Nacht bei 59°C inkubiert. Um Hintergrundfarbung
durch tiberschiissige RNA-Sonde zu vermeiden, erfolgte eine Behandlung mit RNAse A (30min,
37°C), nachdem die Schnitte griindlich mit 4 x SSC gewaschen wurden. Die RNAse spaltet nur
Einzelstrang-RNA. Es folgten mehrere Waschgidnge mit absteigenden Konzentrationen von SSC
und DDT (5-30min, RT und 60°C). Danach wurde in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert.
Nach dem die Schnitte getrocknet waren, wurden sie in der Dunkelkammer in die Kodak-
autoradiografische Emulsion getaucht und verpackt (Alufolie). Das Entwickeln fand zwei Wo-
chen spiter statt. Danach wurden die Schnitte mit Harris Himatoxilyn gegengefarbt. Die Fir-
bungen wurden bei 200facher VergroBBerung am Axiophot-Mikroskop ausgewertet; die Fotogra-

fien entstanden in Anwendung des integrierten Hyper-HAD.

2.17 Immunhistochemie

Der fgl2-Antikorper fir murines Gewebe wurde mit freundlicher Genehmigung der klinischen

Forschergruppe ,, Transplantation* des Toronto Hospitals, Toronto, Kanada angewendet.

Material:
Ethanol (100%, 95%, 70%) Merck, Darmstadt, D
Xylol Merck, Darmstadt, D
Methanol Merck, Darmstadt, D
H202 (30%) Merck, Darmstadt, D
Proteinblock DAKO, Hamburg, D
»Antibody Diluent* DAKO, Hamburg, D
,Biotinylated Link* DAKO, Hamburg, D
Streptavidin-HRP DAKO, Hamburg, D
DAB, Entwickler DAKO Corporation, D
Hémalaun Holborn & Sohne, Leipzig, D
Vitroclud Langenbrink, D
Citratpuffer PH=6

- Stammlosg. A (C¢Hs07 x Hy0) 18ml Merck, Darmstadt, D

- Stammlosg. B (CH,CO;Na) 82ml Merck, Darmstadt, D

- Aqua dest. 900ml Braun, Melsungen, D

Pufferlosung TBS (11):
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- Tris Base 0,9g Sigma-Aldrich, Steinheim, D
- Tris-HCL 6,85¢g Sigma-Aldrich, Steinheim, D
- NaCl 8,78¢g Merck, Darmstadt, D
Antikdrper, Fluoreszenzen:
TNF-a Antikorper (1:300) Genzyme, Riisselsheim, D
Fgl2 Antikorper bei den Praeklampsie-Schnitten (1:500) AG ,,Transplantation*
Kaninchen IgG (je nach primédrer Antikdrperkonzentration) Sigma-Aldrich, Steinheim, D

(1:250; 1:300 oder 1:500)

Mikroskop Axiophot Zeiss, Jena, D
Fotoapparat Hyper HAD Sony, Kéln, D
Coverplates Hypersil, Aschaffenburg, D

Die Schnitte wurden entparaffiniert (Xylol) und rehydriert (absteigende Alkoholreihe). Blockie-
rung unspezifischer Peroxidaseaktivitit des Gewebes durch 3% H,O; in Methanol (30min, RT).
Demaskierung des Antigens durch 10miniitiges Kochen in Citratpuffer (bei Uberdruck). Als
nichster Schritt erfolgte die Behandlung mit Proteinblock (150ul pro Schnitt). Nach der Blockie-
rung wurden die Antikorper hinzugegeben. Die Inkubationszeit betrug bei allen Farbungen 1h
bei RT. Danach wurden die folgenden Substanzen nacheinander aufgetragen: Biotinylated Link
(150ul pro Schnitt, 10min, RT), Streptaviden-HRP (150ul pro Schnitt, 10min, RT), DAB + 3%
H,0, (150ul pro Schnitt, Smin, RT). Nach jedem der vorangegangenen Schritte wurde griindlich
mit TBS gespiilt. Der Antikorper wurde ohne Waschgang nach dem Proteinblock aufgetragen.
Es folgten die Gegenfarbung mit Himalaun, das Auswaschen mit kaltem Leitungswasser, eine
aufsteigende Alkoholreihe und das Eindeckeln mit Vitroclud. Negativkontrollen wurden mit un-
spezifischem Kaninchen-Antikorpern (IgG) durchgefiihrt.

Die Farbungen wurden bei 400facher Vergroferung am Axiophot-Mikroskop ausgefiihrt; die
Fotografien entstanden in Anwendung des integrierten Hyper-HAD.

2.18 TUNEL-Féirbung

Material:

TUNEL Kit Intergen, Heideberg, D
4[prime],6-diaidino-2[prime]-phenylindole dihydrochlorid (DAPI) Roche, Mannheim, D
VectaShield Vector Lab., Burlingame, VT
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Zur Untersuchung auf Apoptose wurden sowohl gefrorene Schnitte (Kryoschnitte) als auch in
Paraffin eingebettete Schnitte verwandt. Die Paraffinschnitte mussten entparaffiniert und re-
hydriert werden (sieche oben). Die Kryoschnitte wurden in Formalin fixiert und in Ethanol-
Essigsdure postfixiert. Anschlieend wurden alle Schnitte der gleichen Behandlung unterzogen.
Die fragmentierte DNA wurde mit Digoxgenin-dUTP in Gegenwart von TdT markiert und diese
TUNEL"-Zellen durch die Bindung von Anti-Dioxigenin Fluoreszein Isothiozyanat (FITC)- kon-
jugierten F(ab[prime]),-Fragmenten fluoreszenzgefarbt. Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI
(1pg/ml Methanol). Mit Deckgldschen und VectaShield wurden die Schnitte vor dem Austrock-
nen geschiitzt. Negativkontrollen wurden durch Auslassen der Zugabe von TdT nach den Anga-

ben des Kit-Protokolls durchgefiihrt.

2.19 Giemsa-Firbung

Material:

Xylol Merck, Darmstadt, D
Ethanol (100%, 90%, 75%) Merck, Darmstadt, D
Giemsa-Losung 1:10 in 2% Sodiumborat Merck, Darmstadt, D
Essigsaure 0,02% Merck, Darmstadt, D

Die Farbung mit Giemsa dient der spezifischen Anfirbung von Granula in Mastzellen. Die
Schnitte wurden entparaffiniert, rehydriert und dann mit der Giemsa-Losung geférbt
(45min, RT). Danach erfolgte eine Differenzierung der Farbung durch Essigsdure. Die Schnitte

wurden in Leitungswasser gewaschen und anschlieend dehydriert.
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2.20 Statistische Analyse der Daten

Zur semi-quantitativen Auswertung der Immunhistochemie wurde eine Ordinalskala mit den
Bewertungen + / ++ /+++ verwandt. Fiir die statistische Analyse dieser Daten wurde der Mann-
Whitney-U-Test als nicht-parametrischer Test fiir unabhéngige Stichproben angewandt. Die Da-
ten sind in Boxplots grafisch dargestellt. Die Auswertung der Echtzeit-PCR erfolgte wie oben
beschrieben. Nach anndhernder Priifung auf Normalverteilung wurden die Daten mit dem Stu-

dent’s T-Test ausgewertet und in Balkendiagrammen mit Standardabweichung dargestellt.
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3  Ergebnisse
3.1 Die Erhohung der Abortrate durch Stress und durch die Injektion von IL-12 p70

Zuerst wurde iiberpriift, ob die Applikation von Stress in Form von Lirm die Abortrate und/oder
die Anzahl erfolgreicher Implantationen reduziert. Die Applikation von Stress am Tag 5,5 der
Tréachtigkeit induzierte einen Anstieg der Abortrate von 11,9% in den Kontrolltieren auf 24% in
den gestressten Tieren (p < 0,05; Abbildung 5 A). Die Anzahl der Implantationen wurde durch
den Stress nicht wesentlich reduziert (Abbildung 5 B). Die Injektion von 100ng rekombinanten
IL-12 p70 am Tag 5,5; 6,5; 7,5 und 8,5 der Trachtigkeit erhohte die Abortrate dhnlich dem Ef-
fekt von Stress von 10,52% auf 24,5% (Abbildung 5 A).
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Abbildung 5:  Die Resorptionsraten und Implantationen bei Stress und IL-12-Injektion
A: Die Resorptionsrate in Prozent lag bei den stressbehandelten und den IL-12-behandelten Tieren zweifach
hoher als bei den nicht behandelten Tieren (kein Stress, keine Injektionen).
B: Die durchschnittliche Anzahl an Implantationen pro Tier ist hier angezeigt, wobei Stress und IL-12-Injektion

die Anzahl der Implantationen geringfiigig reduzierten.
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3.2 Der Einfluss von Stress auf die mRNA-Expression von abortogenen Zytokinen

3.2.1 Der Anstieg von TNF-a mRNA nach Stressexposition

Messungen mittels Bioassays und die durchflusszytomterische Analyse von uterinen Lymphozy-
ten zeigten einen deutlichen Anstieg von TNF-o Protein nach Stressexposition (Arck et al.,
1995; Joachim et al., 2001). Um die Auswirkung von Stress auf die Menge von TNF-a mRNA
zu untersuchen, wurde TNF-ao mRNA quantitativ mit der ,,Real-time“-PCR bestimmt. Stressex-
position am Tag 5,5, einen Tag nach dem voraussichtlichen Zeitpunkt der Implantation, bewirkte

eine Steigerung der Menge an TNF-oo mRNA um das 5fache (p <0,01; Abbildung 6).
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Abbildung 6:  TNF-a. mRNA in Stress und Kontrolle

Ein 5facher Anstieg der Menge an TNF- o nach Stress im Vergleich zu den nichtbehandelten Tieren.

3.2.2 Die IFN-y-Expression nach Stressapplikation

In der Paarungskombination CBA/J x DBA/2J war eine gleichzeitige Injektion von TNF-a und
[FN-y notig, um die Abortrate signifikant zu erhdhen. Injizierte man jeweils nur ein Zytokin, war
der Effekt auf die Abortrate deutlich geringer als bei der gemeinsamen Applikation. Des Weite-
ren existieren Daten, die einen signifikanten Anstieg von IFN-y Protein nach Stressexposition in

CD26 positiven Lymphozyten beschreiben (Hildebrandt ez al., 2001). Daher wurde untersucht,
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ob IFN-y mRNA &hnlich TNF-oo mRNA durch Stress signifikant hochreguliert wird. Die Mes-

sungen zeigen, dass Stress keinen Einfluss auf die Expression von IFN-y mRNA hat (Abbildung
7).
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Abbildung 7:  IFN-y mRNA in Stress und Kontrolle

Keine Verdnderung in der Menge an IFN- mRNA nach Stressexposition.

3.2.3 Die Beeinflussung der mRNA-Expression von IL-12 durch Stress

IL-12 ist ein wichtiges Zytokin, welches die Entwicklung von T-Zellen zu Th;-Zellen reguliert.
Daher ist interessant, ob Interleukin 12 eine Rolle in der Entstehung des TNF-a dominanten Mi-
lieus nach Stressexposition spielt. Das IL-12 p70 Protein setzt sich aus zwei verschiedenen Ket-
ten zusammen. Zum einen besteht IL-12 p70 aus der IL-12 p40- und zum anderen aus der 1L-12
p35-Kette (Wolf et al., 1991). Es wird die 10fache Menge an IL-12 p40 im Vergleich zum IL-12
p35 exprimiert. Aufgrund dieser Konstellation kann angenommen werden, dass IL-12 p35 die
Menge an IL-12 p70 Protein reguliert. Biologisch aktiv ist allein das komplette IL-12 p70-
Protein. Aus diesen Griinden ist die mRNA-Expression beider IL-12-Ketten untersucht worden.
Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass Stress die Expression von IL-12 p40 um das
1,2fache herunterreguliert (Abbildung 8 A). Im Gegensatz dazu induziert Stress die Expression
von IL-12 p35 mRNA um das 2,8fache (Abbildung 8 B). Man konnte nun argumentieren, dass
der Anstieg von IL-12 p35 eine vermehrte Bildung von IL-12 p70 trotz der geringeren IL-12 p40
Menge nach sich ziehen miisste. Es ist aber wichtig, sich zu vergegenwiértigen, dass IL-12 p40 in

einer 10fachen Menge translatiert wird, und daher eine um das 1,2fach niedrigere Menge an IL-
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12 p40 die Menge an IL-12 p70 entscheidend beeinflusst. Der konsequenterweise zu erwartende

Anstieg von IFN-y durch eine erhohte Menge an IL-12 p70 unter Stress blieb aus.
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Abbildung 8:  IL-12 p40 und II-12 p35 in Stress und Kontrolle
A: Die Stressexposition der trachtigen Méuse reguliert die Expression von IL-12 p40 um das 1,2fache herunter.

B: Die Stressexposition der trichtigen Mause reguliert die Expression von IL-12 p35 um das 2,8fache herauf.

3.2.4 Das Verhiiltnis der Abortrate zu der quantitativen Menge an Zytokinen

Ob des Anstieges von TNF-a nach Applikation von Stress wurde die Moglichkeit eines Zusam-
menhanges zwischen der Menge an TNF-a und der Resorptionsrate untersucht. Die Berechnung
ergab, dass es einen engen Zusammenhang zwischen der Menge an TNF-a und der Resorptions-
rate gibt (r = 0,611; p <0,05; Abbildung 9) und dass dieser nach der Applikation von Stress noch
eindeutiger ist (r = 0,817; p < 0,05; die Daten sind grafisch nicht dargestellt).
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Abbildung 9:  Zusammenhang zwischen der Abortrate in Prozent und der Menge an exprimierter TNF- a mRNA

Es zeigt sich eine positive Korrelation zwischen der Menge an TNF- oo mRNA und dem Prozentsatz an Resorp-

tionen bei einem Korrelationskoeffizienten vonr = 0.611.

Im Gegensatz dazu zeigt IFN-y keine Beziehung zu der Resorptionsrate (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zusammenhang zwischen der Abortrate in Prozent und der Menge an exprimierter IFN-y RNA

Es zeigt sich keine Korrelation zwischen der Menge an IFN-y und dem Prozentsatz an Resorptionen.
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Ebenfalls lassen IL-12 p40 (r = 0.24) und IL-12 p35 (r = -0,29) keinen Zusammenhang zu dem
Anteil an Resorptionen erkennen (Abbildung 11 und Abbildung 12).
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Abbildung 11: Zusammenhang zwischen der Abortrate in Prozent und der Menge an exprimierter IL-12 p40 mRNA

Es zeigt sich keine Korrelation zwischen der Menge an IL-12 p40 und dem Prozentsatz an Resorptionen.
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen der Abortrate in Prozent und der Menge an exprimierter IL-12 p35 mRNA

Es zeigt sich keine Korrelation zwischen der Menge an IL-12 p35 und dem Prozentsatz an Resorptionen.
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3.3 Das Zytokinprofil nach der Injektion von IL-12

Die Frage ist, ob IL-12 als T-zellaktives Zytokin eine Th;-Immunantwort in der Maus induzieren
kann, die dann zu einem Anstieg der Abortrate fiihrt. Nach der Injektion von IL-12 ergaben die
Messungen einen Anstieg von IFN-y mRNA um das 9,5fache (Abbildung 13). Interessanterweise
nahm das injizierte, rekombinante IL-12 auch Einfluss auf die Expression von TNF-a: Nach der
Injektion stieg die Expression von TNF-ao mRNA um das 8,8fache (Abbildung 13). Nach der
Stimulation durch IL-12 bestand folglich eine vergleichbare Zytokinkonstellation mit gleichzei-
tiger Prasenz von hohen Mengen an TNF-a und IFN-y, wie bei der simultanen Injektion beider
Zytokine:

10

Das x-fache an mRNA

n=>5 n=7 n=7

[J Kontrolle, keine Injektion
[J IFN-y mRNA nach IL-12-Injektion

[J TNF-o. mRNA nach IL-12-Injektion

Abbildung 13: Zytokinregulation nach der Injektion von IL-12 p70
Deutlicher Anstieg von TNF-o und IFN-y nach der Injektion von rekombinanten IL-12 p70.

3.4 Der Vergleich der Expression von fgl2 mRNA bei Stress und
nach Injektion von IL-12

Die In-situ-Hybridisierung zeigt histologisch die Lokalisation der fgl2 mRNA im Uterus von
CBA/J-Miusen am Tag 13,5 der Trachtigkeit (Abbildung 14).
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Abbildung 14: In-situ-Hybridisierung fiir fgl2 mRNA im Uterus eines CBA/J-Weibchen am Tag 13,5 der Trachtigkeit
(A) zeigt die Sense-Probe und (B) zeigt die fgl2 mRNA positive Antisense-Probe.

Um die Rolle von fgl2 in Stress-vermittelter, physiologisch induzierter Resorption im Vergleich
zu Zytokin-induzierten Aborten zu ermitteln, ist die Menge an fgl2 mRNA im Uterus gemessen
worden. Die fgl2 mRNA-Menge nach der Stressstimulation war gegeniiber den Kontrolltieren
um das 3fache verringert. Die Injektion von IL-12 p70 induzierte einen Anstieg von fgl2 mRNA
um das 3fache (Abbildung 15 A). Kein Zusammenhang konnte zwischen Fgl2 mRNA und der
Resorptionsrate in der Stress- oder Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Fgl2 mRNA-Expression bei stress-induziertem und inflammatorisch-induziertem Abort
A: Fgl2 mRNA nach Stress und nach Injektion von IL-12: Fgl2 mRNA ist nach der Applikation von Stress (Tag
5,5) am Tag 13,5 der Trachtigkeit um das 3fache niedriger, wohingegen die Stimulation mit IL-12 p70 fgl2
mRNA auf das Dreifache erhoht.
B: Zusammenhang zwischen fgl2 und der Anzahl an Aborten: Es ist kein Zusammenhang zwischen der Menge

an fgl2 mRNA und der Héhe der Resorptionen erkennbar.
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Es zeigte sich aber, dass die Menge an TNF-ao mRNA in einem negativen Zusammenhang mit
der Menge an fgl2 mRNA steht (Abbildung 16). Es gab keine statistisch eindeutige Beziehung
zwischen fgl2 mRNA und IFN-y mRNA (Abbildung 17).
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Abbildung 16:  Zusammenhang zwischen der Menge an TNF-a. und der Menge an fgl2 mRNA
Es zeigt sich keine signifikante Korrelation zwischen der Menge an TNF-o und der Menge an fgl2 mRNA, als

Tendenz ldsst sich ein negativer Zusammenhang zwischen den beiden Parametern erkennen.
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Abbildung 17: Zusammenhang zwischen der Menge an IFN-y mRNA und der exprimierten Menge an fgl2 mRNA
Es zeigt sich keine Korrelation zwischen der Menge an IFN-y und der Menge an fgl2 mRNA.
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3.5 Die Induktion von Apoptose durch Stress und IL-12 im Mausmodell

Die schwangerschaftsgefihrdende Wirkung von Th;-Zytokinen kann einerseits durch die Initia-
tion von Gerinnung, andererseits durch die Provokation von Zelluntergang vermittelt sein. Ob
Stress durch freigewordenes TNF-a die abortogene Wirkung iiber Induktion von Apoptose, den
programmierten Zelluntergang, verursacht, sollte durch eine Analyse der apoptotischen Aktivitét
im Uterusgewebe nach Stressexposition mittels TUNEL-Farbung bearbeitet werden. Die Appli-
kation von Stress erhohte die Haufigkeit von Apoptose deutlich (Abbildung 18). IL-12 induziert
einerseits die Expression von fgl2 mRNA, gleichzeitig ist eine erhohte Inzidenz an Apoptose in
der Dezidua von IL-12 injizierten Tieren zu beobachten (Abbildung 18). TNF-a ist in der Litera-

tur als Vermittler von Apoptose beschrieben worden (Yui ef al., 1994).
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Abbildung 18:  Apoptose nach Stress und nach IL-12-Injektion

Stressstimulation und IL-12-Stimulation erhéhen das Auftreten von Apoptose im Uterus von CBA/J Weibchen.

3.6 Die Expression von TNF-a im ersten Trimenon und dritten Trimenon

Der immunologisch regulierten Prothrombinase fgl2 und deren beschriebene Expressionserho-
hung bei Schwangerschaftskomplikationen miisste eine Th;-Immunantwort zugrunde liegen. Zur
Uberpriifung dieser Immunkonstellation wurde TNF-a. ausgewihlt, weil die vorangegangenen

Tierversuche in beiden Abortkonstellationen iibereinstimmend eine erhdhte Expression an TNF-
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o mRNA gezeigt haben. Viele Publikationen deuten auf eine vermehrte Expression von IFN-y
mRNA hin, so dass im humanen Spontanabort von der Zytokinkonstellation TNF-a + IFN-y T
ausgegangen werden kann. Eine In-situ-Hybridisierung an der gleichen Patientinnenkohorte hat
in einem vorherigen Versuchsaufbau eine erhohte Expression an TNF-oo mRNA bei Spontan-
abort und eine gleichzeitig vermehrte Stresswahrnehmung berichtet (Arck et al., 2001). Die lan-
ge Fixierung des Plazentagewebes in Formaldehyd 37% bei der Routineaufbereitung des Gewe-
bes durch die Pathologie lieB den Nachweis von mRNA mit der hochanfilligen In-situ-
Hybridisierung in den Praeklampsie-Plazenten nicht zu. Der Nachweis von TNF-o in Pri-
eklampsie erfolgte daher durch den Proteinnachweis mit Immunhistochemie. Praeklampsie war
mit einer erhohten Menge an TNF-a Protein verbunden. Die semi-quantitative Analyse belegt,
dass eine deutlich hohere Farbungsintensitidt der Trophoblasten fiir TNF-a in Prieklampsie zu
beobachten war (Abbildung 19). Abbildung 20 zeigt die Farbung von normalen, 3.-Trimester-
Zotten fiir TNF-a Protein, wohingegen die Abbildung 21 die Immunhistochemie fiir TNF-a in
einer 3.-Trimester-Plazenta bei Priaeklampsie demonstriert. Tabelle 1 verdeutlicht die Gesamt-
auswertung der Immunhistochemie fiir TNF-a Protein bei normalen Schwangerschaftsverlauf

versus Praeklampsie.
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Abbildung 19: TNF-o Expression in den Gefifien bei Prieklampsie
Semi-quantitative Analyse der Immunhistochemie fiir TNF-a. Protein an den Geféfien in Praeklampsie und Kon-

trollen.
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Abbildung 20: Immunhistochemie fiir TNF-a in 3.-Trimester-Plazenta bei normalem Schwangerschaftsverlauf

(A) zeigt die IgG-Kontrolle und (B) zeigt die Farbung fiir TNF-a Protein.

Abbildung 21: Immunhistochemie fiir TNF-a in 3.-Trimester-Plazenta von Prieklampsie-Patientinnen

(A) zeigt die IgG-Kontrolle und (B) zeigt die Farbung fiir TNF-a Protein.

Die spezifische Analyse der TNF-a Protein-positiven Zellen in Praeklampsie zeigt die Tabelle 1:

Gewebeursprung Endothel Trophoblast plazentare
Makrophagen
PE (n =10) +/++ + +/++
Kontrolle (n = 12) + +/- +H++
Tabelle 1: Immunbhistochemie fiir TNF-a in 3.-Trimester-Plazenta bei normalem Schwangerschaftsverlauf und von

Prieklampsie-Patientinnen
Vermehrte Expression von TNF-a Protein in Endothelzellen und Trophoblasten bei Prieklampsie (PE) im Ver-
gleich zu einem normalen Schwangerschaftsverlauf. Kein Unterschied in der Expression von TNF-a Protein in

Trophoblastzellen und plazentaren Makrophagen.
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3.7 Die Expression von fgl2 mRNA und fgl2 Protein in humanem Plazentagewebe

3.7.1 Das erste Trimenon

Abbildung 22 zeigt die mittels In-situ-Hybridisierung gewonnenen Daten.
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Abbildung 22: In-situ-Hybridisierung fiir fgl2 mRNA 1.-Trimester-Zotte
(A) zeigt die Sense-Kontrolle und (B) zeigt die Antisense-Farbung fiir fgl2 mRNA.

Es sind Plazentazotten mit der zweizelligen Trophoblastschicht — bestehend aus den Syncyti-
otrophoblasten und den Cytotrophoblasten — welche charakteristisch fiir das erste Trimenon
sind, dargestellt. Die In-situ-Hybridisierung wurde unter Verwendung einer *>S-markierten fgl2
mRNA-Sonde durchgefiihrt. Bei beiden abgebildeten Zotten zeigt sich eine typische, schwarze
Markierung der Trophoblastschicht in der Antisense-Probe, wobei die mRNA-Probe spiegelbild-
lich der fgl2 mRNA-Sequenz ist. In der Negativkontrolle, der Sense-Probe, in der die Probe i-
dentisch mit der fgl2-mRNA Sequenz ist, zeigt sich kein positives Signal. Der Trophoblast weist
auch in der Immunhistochemie positive Signale (braun) fiir fgI2 Protein auf (Abbildung 21).
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Abbildung 23: Immunbhistochemie fiir fgl2 in 1.-Trimester-Plazenta bei normalem Schwangerschaftsverlauf
(A) zeigt die IgG-Kontrolle und (B) zeigt die Farbung fiir fgl2 Protein sowie einen repréasentativen Gefaf3an-

schnitt.

Diese Ergebnisse belegen erstmals, dass fgl2 mRNA und fgl2 Protein in humanen
Trophoblastzellen exprimiert werden, insbesondere wenn ein Spontanabort erfolgt ist. Die Zahl
der fgl2 positiven Gefdle an der Gesamtzahl der Gefdlle war erhoht, wenn ein Spontanabort

stattgefunden hatte (Abbildung 24).
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Abbildung 24: fgl2 Protein-Expression in Endothelzellen von Gefifien im ersten Trimenon
Semi-quantitative Analyse der Immunhistochemie fiir fgl2 an den Gefédflen in der Dezidua basalis von Kontrol-

le und Spontanabort.
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Die semi-quantitative Auswertung der fgl2-Expression der zottdren Trophoblasten zeigt, dass die
Patientinnen mit einem Abort eine hohere fgl2-Expression aufweisen als Patientinnen mit einer

elektiven Schwangerschaftsbeendigung (Abbildung 25).
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Abbildung 25:  fgl2 Protein-Expression in Trophoblasten des ersten Trimenon

Semi-quantitative Analyse der Immunhistochemie fiir fg]2 an den Trophoblastzellen der Dezidua basalis in

Kontrolle und Spontanabort

Abbildung 26: Immunhistochemie fiir fgl2 in 1.-Trimester-Plazenta von Abort-Patientinnen
(A) zeigt die IgG-Kontrolle und (B) zeigt die Farbung fiir fgl2 Protein sowie einen repréasentativen Gefaf3an-

schnitt.
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3.7.2 Das dritte Trimenon

Fgl2 Protein konnte gleichfalls in Plazentagewebe aus dem dritten Trimester entdeckt werden.
Wegen der langen Fixierung des Gewebes (sieche oben) besteht kein direkter Nachweis von fgl2
mRNA-Expression in Plazentagewebe aus dem dritten Trimester. Die Intensitdt der fgl2-
Immunbhistologie ist quantifiziert fiir die Plazentaproben von Praeklampsie-Patientinnen und un-

komplizierten Schwangerschaften (Tabelle 2).

Gewebeursprung Endothel Trophoblast plazentare
Makrophagen
PE (n = 12) + + +/++
Kontrolle (n = 12) +/- +/- +
Tabelle 2: Immunbhistochemie fiir fgl2 in 3.-Trimester-Plazenta bei normalem Schwangerschaftsverlauf und bei

Priieklampsie-Patientinnen
Vermehrte Expression von fgl2 Protein in Endothelzellen, Trophoblasten und Makrophagen bei Praeklampsie-

Patientinnen (PE) im Vergleich zu einem normalen Schwangerschaftsverlauf.

Tabelle 2 fasst die Daten der Immunhistologie zusammen und zeigt eine erhéhte fgl2 Protein-
Expression in Trophoblasten, Makrophagen (Hofbauer Zellen) und Zottenendothel, wenn das
Plazentagewebe und die angrenzenden Deziduagewebe von einer Patientin mit Praeklampsie
stammte. Abbildung 27 zeigt die Analyse der fgl2 Expression der Gefdlle und belegt die erhdhte

Anzahl fgl2 positiver Gefdlle an der Gesamtzahl der Gefdl3e, wenn eine Praeklampsie bestand.
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Abbildung 27: Expression von fgl2 Protein in Endothelzellen im dritten Trimenon

Semi-quantitative Analyse der Immunhistochemie fiir fgl2 an den GefdBen in Praeklampsie und Kontrollen.
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Die nachfolgende Abbildung 28 zeigt reife Zotten einer Plazenta im dritten Trimenon bei norma-
lem Schwangerschaftsverlauf. Vereinzelt exprimieren die Trophoblastzellen fgl2 Protein (Abbil-

dung 26 B). In Abbildung 29 ist die Plazenta einer Praeklampsie-Patientin dargestellt, wobei die

Trophoblasten homogener fgl2 Protein exprimieren.

Abbildung 28: Immunhistochemie fiir fgl2 in 3.-Trimester-Plazenta bei normalem Schwangerschaftsverlauf

(A) zeigt die IgG-Kontrolle und (B) zeigt die Farbung fiir fgl2 Protein.

Abbildung 29: Immunhistochemie fiir fgl2 in 3.-Trimester-Plazenta von Prieklampsie-Patientinnen

(A) zeigt die IgG-Kontrolle und (B) zeigt die Férbung fiir fgl2 Protein.

Mit dieser Beobachtung iibereinstimmend konnten beeindruckende Ablagerung von Fibrin in
den Plazentaproben der Priaeklampsie-Patientinnen im Vergleich zu Plazentaproben bei unkom-

plizierter Schwangerschaft beobachtet werden.
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3.8 Apoptose in Prieklampsie und Spontanabort

Th;-Zytokine, insbesondere TNF-a, sind in der Lage programmierten Zelltod, in Form einer
Apoptose, auszuldsen. Die Untersuchung der apoptotischen Signale im ersten Trimenon und im
dritten Trimenon ergaben, dass sowohl in der Dezidua als auch in Praeklampsie-Plazenten eine

deutlich hohere Inzidenz an Apoptose zu beobachten war (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Apoptose im ersten und dritten Trimenon
A: Semi-quantitative Analyse der apoptotischen Signale im Spontanabort.

B: Semi-quantitative Analyse der apoptotischen Signale bei Priaeklampsie.
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In Abbildung 31 ist die Apoptose in einer Plazenta im dritten Trimester dargestellt.

Abbildung 31:  Apoptose im dritten Trimenon

Die Zellkerne sind blau angefarbt, wobei die apoptotischen Fragmente griinfluoreszieren.
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4 Diskussion

Die Daten aus dem Mausmodell sind in der Tabelle 3 kurz zusammengefasst:

Resorption | TNF-a |[IFN-y IL-12 p35 |IL-12 p40 |Fgl2
Stress ) 0 - ) - \2
IL-12-Injektion |1 ™ ™ ND ND 0
Tabelle 3: Uberblick iiber das Zytokinprofil im Mausmodell nach Stress und IL-12-Injektion

Stress bewirkte einen Anstieg der Resorptionsrate und von TNF-ao mRNA, wobei fgl2 mRNA vermindert
exprimiert wurde. Stress zeigte keinen Einfluss auf die Expression von IFN-y mRNA und IL-12 mRNA.

Die Injektion von IL-12 bewirkte einen Anstieg von TNF-o und IFN-y mRNA sowie einen Anstieg von fgl2
mRNA.

Die Ausgangshypothese dieser Arbeit war das von Clark et al. 1998 und 1999 entwickelte Mo-
dell, welches die zytokinabhidngige Stimulation der Prothrombinase fgl2 als einen Schliissel-
schritt im murinen Abortgeschehen beschreibt. Einen Anstieg der Abortrate parallel mit einem
Anstieg der Expression von fgl2 konnten Clark et al. nach der Ko-Injektion der Zytokine TNF-a
und IFN-y beobachten, dieser Effekt war mit gerinnungshemmender, pharamkologischer Thera-
pie antagonisierbar. Nachfolgend eine grafische Ubersicht des Modells von Clark et al.:

Mastzelle Th1-Zelle
IFN-y

TNF-a

+1L-1

Endothelzellen

T~

R W PMNL

fgl2 IL-8 ——»

Prothrombin —»  Thrombin

Abbildung 32: Hypothese
Durch simultane Applikation von TNF-a und IFN-y am Tag 7,5 der Trichtigkeit werden immunkompetente
Zellen, wie Mastzellen, spezifische T-Zellsubpopulationen und Makrophagen, aktiviert, wodurch ein inflamma-
torisches Milieu mit Produktion von Th, Zytokinen entsteht. Die Anwesenheit von TNF-a und IFN-y sowie In-

terleukin-1 im Uterus stimuliert maternale Endothelzellen zur Produktion und Sekretion von fgl2. Wenn fgl2
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von den maternalen Endothelzellen exprimiert wird, fungiert es als direkte Prothrombinase und wandelt
Prothrombin in Thrombin um. Dieser Vorgang fiihrt zum einem zur Gerinnung und erhéhter Bildung von Fi-
brin, zum anderen zur Aktivierung der Endothelzellen und zur erhdhten Produktion von IL-8 (in der Maus MIP-
2). Die Anwesenheit von IL-8 wirkt chemotaktisch auf polymorphonukleare Leukozyten, die dann zu Zellunter-
gang und nekrotischem Gewebezerfall fiihren. ,,Klinisch* zeigt sich das Bild einer gesteigerten Abortrate. Ap-
pliziert man gleichzeitig mit den Zytokinen gerinnungshemmende Medikamente wie Hirudin oder Heparin

bleibt der deutliche Anstieg der Abortrate aus.

Aufgrund dieses Modells lautete die Arbeitshypothese, dass Stress sowie Interleukin-12 durch
die Induktion einer Th;-Immunantwort in Abhéngigkeit von fgl2 die Abortrate erhéhen. In bei-
den Mausmodellen konnte eine erhohte Abortrate beobachtet werden, wobei beide Abortstimuli
zu einem Anstieg an TNF-ao mRNA gefiihrt haben. Der Anstieg war nach der Injektion von IL-
12 deutlicher als nach Stressexposition. IFN-y war erhoht nach der Applikation von IL-12, nicht
aber nach der Applikation von Stress. Die Expression von fgl2 war durch die Injektion von IL-12
deutlich gesteigert, das Gegenteil — ein Abfall der Menge an fgl2 — war in den gestressten Tieren

zu beobachten. Wie konnen diese Unterschiede erklirt werden?

Fgl2 wird von Endothelzellen und Makrophagen exprimiert, ebenso von Trophoblasten und einer
nichtidentifizierten Population von Zellen, die in der Dezidua von CBA/J-Weibchen am Tag 8,5
der Trachtigkeit beschrieben wurden (Clark et al., 2001). Der Promotor des fgl2-Genes enthalt
ein IFN-y-Responder-Element (Liu et al., 2001). Obwohl keine dementsprechende Bindungsstel-
le fir TNF-a existiert, ist fiir TNF-a die Fahigkeit beschrieben worden, den Effekt von IFN-y
auf die Expression von fgl2 um das 2fache zu potenzieren (Clark et al., 2001). Die erh6hten
Werte fiir fgl2 in den IL-12 behandelten Mausen sind konsistent mit den persistierend hohen
Werten an IFN-y mRNA. Es sollte an dieser Stelle betont werden, dass der IL-12 Stimulus tliber
mehrere Tage erfolgt ist und dass er am Tag 9,5 endete, wohingegen der Stressstimulus nur {iber
24 Stunden einwirken konnte und bereits am Tag 6,5 endete. Der IL-12-Stimulus an sich mag
stirker als der Stress-Stimulus sein. Dies widerspricht nicht dem Befund erhohter Werte von IL-
12 p35 mRNA in gestressten Tieren. Allerdings fithren erh6hte Werte von fgl2 in Trophoblasten
und in der Dezidua nicht zwangsldufig zu einem Anstieg an Resorptionen. Nur ungefdhr die
Hilfte aller stark fgl2 exprimierenden Stellen zeigten in vorherigen Versuchen (Clark et al.,
1999; Clark et al., 2000) einen Abort und dieser protektive Effekt konnte durch die gleichzeitige
Expression von OX-2 (CD200) vermittelt sein, welches IL-10 und TGF-2 produzierende yo-T-
Zellen im Uterus sowie IDO+-Makrophagen aktiviert. Die Behandlung mit TNF-o und IFN-y

erhohte deutlich die Expression von fgl2 und reduzierte gleichzeitig die Expression von CD200.
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Es scheint moglich, dass die Expression von CD200 die Implantationen zu ,,retten” vermag. Un-
ter Beriicksichtigung der Daten dieser Arbeit kann als moglich erachtet werden, dass iiberleben-
de Implantationen am Tag 13,5 in den IL-12 behandelten Tieren mit erh6hter Expression von
TNF-a, IFN-y und fgl2 mRNA auf die Anwesenheit von CD200 zuriickzufiihren sind. Die Ap-
plikation eines neutralisierenden Antikorpers fiir CD200 wire dann mit einer sehr hohen Anzahl
an Aborten verbunden, allerdings ist ein solches Experiment im Rahmen dieser Arbeit nicht er-
folgt. Durch welche Mechanismen CD200 herunterreguliert wird, bleibt unbekannt, wobei
Signale liber TNF-a und Mitglieder der TNF-a Superfamilie (z. B. OX-40/0X-40Ligand)

vermutet werden (Kjaergaard ef al., 2001).

Wie bereits in der Tabelle III zusammengefasst, steht die durch die einmalige Stressexposition
evozierte Menge an TNF-a mRNA der Menge an TNF-a, die durch eine viertdgige Injektion
von IL-12 induziert wurde, gegeniiber. Durch die kiirzere Einwirkzeit des Stresses (24 Stunden)
konnten gegenregulatorische Mechanismen nach der Applikation schneller aktiviert werden und
iber einen langeren Zeitraum wirken. Es wére moglich, dass die Aktivierung von CD200 mit der
konsequenten Stimulation von IL-10 und TGF-B2 produzierenden y3-T-Zellen beginnend am
Tag 8,5 ausreichend war, um fgl2 nach der Stressexposition deutlich herunterzuregulieren, im
Einvernehmen mit dem beschriebenen Modell (Clark et al., 1999). So konnte CD200 die in-
flammatorischen Komponenten im Abortgeschehen herunterregulieren, wodurch die Expression
von fgl2 nicht mehr mit der Progression zur Resorption korrelieren miisste. Es wére durchaus
moglich, dass Stress und IL-12 unterschiedliche Entziindungsreaktionen hervorrufen, da Stress
eher tliber das psychovegetative und neuroendokrine System das Immunsystem aktiviert, wohin-
gegen IL-12 insbesondere nach Aktivierung von Makrophagen durch Mikroben bzw. durch En-
dotoxine (LPS) produziert wird. Stress, so konnte in Bioassays gezeigt werden, erhoht die Men-
ge an bioaktivem TNF-a Protein im Uterus von CBA/J-Weibchen (Arck et al., 1995; Arck et al.,
1997). Hohe Mengen an TNF-a konnten durch die Stimulation von vegetativen Nervenfasern
bedingt sein, da vegetative Nervenfasern nach Stress das Neuropeptid Substanz P sezernieren.
Uber dessen Interaktion mit dem Neurokinase-1-Rezeptor auf Mastzellen kime es dann zur De-
granulation von lokalen Mastzellen im Uterus mit Freisetzung groer Mengen an TNF-o (Mar-
kert et al., 1998; Marx et al., 1999; Joachim et al., 2001). Ein solcher Effekt ist fiir IL-12 bis
dato noch nicht beschrieben worden. Andere Studien haben einen deutlichen Anstieg von IFN-y
Protein in CD26 positiven Lymphozyten nach Stressexposition beschrieben (Hildebrandt et al.,
2001). Pro-abortive CD8+ T-Zellen konnen ebenfalls durch Stress aktiviert werden, so wie im-

munoprotektive CD8+ positive Zellen durch Stress inaktiviert werden kénnen. Die eben erwéihn-
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ten immunoprotektiven Suppressorzellen scheinen vor dem Tag 8,5 aktiv zu sein, indem sie IL-
10 produzieren und den Progestron-induced Blocking Faktor sezernieren. Sie sind genau von den
CD4°CDS8" yd T-Zellen zu unterscheiden, die zwar ebenfalls IL-10 zusidtzlich aber auch noch
TGF-B2 produzieren und die die oben genannten Supressorzellpopulation ab Tag 8,5 der Trich-
tigkeit ersetzen (Clark et al., 2001; Clark et al., 1999). Der Verlust der Suppressorzellen ab dem
Tag 8,5 in gestressten Tieren konnte dazu fiihren, dass geringe Mengen an TNF-o mit physiolo-
gischer Expression von IFN-y eine suffiziente, obwohl voriibergehende, Produktion von erh6hten
Werten an fgl2 mRNA am Tag 8,5 hervorrufen, die dann ausreichend wire, zu diesem Zeitpunkt
den Ansto} fiir einen Abort zu geben. Der Anti-Fgl2-Antikoper ist noch nicht dahingehend ge-
testet worden, ob eine entsprechende Behandlung einen stressinduzierten Abort verhindern konn-

te.

Das aus NK-Zellen entstammende IFN-y hat den positiven Effekt, dass es die Schwangerschaft
insofern unterstiitzt, als es die Umwandlung der Hochwiderstandsgefifle in Gefdlle mit geringem
Tonus und grofBer Volumenkapazitit umwandelt und somit den wiahrend der Schwangerschaft
benotigten gesteigerten Blutfluss zur Ndhrung der wachsenden feto-plazentaren Einheit gewéhr-
leistet (Ashkar et al., 2000). IFN-y scheint auch an der Regulation von VEGF (vascular endothe-
lial growth factor), einem wichtigen Angiogenesefaktor wahrend der Schwangerschaft, beteiligt
zu sein (Ashkar et al., 2000). Eine schwangerschaftsgefahrdende Rolle fiir [FN-y in der Dezidua
ist scheinbar von der Prisenz weiterer Th;-Zytokine, wie z. B. TNF-a, und dem Mangel an pro-
tektiven Thy/Ths Zytokinen wie IL-10 und TGF-f2 abhéngig (Clark et al., 2001). Eine ausrei-
chende Menge an TNF-a konnte in der Lage sein, bei normaler Menge an IFN-y einen Abort in
Maiusen zu induzieren. Die erhdhte Expression von IFN-y konnte somit nur einen gréf3eren abor-
togenen Effekt der gleichen Menge an TNF-o bedingen. Andere Mechanismen, via derer TNF-a.
einen Abort ausldsen kann, sind beschrieben worden (Yui et al., 1994; Yui et al., 1996): In vitro
konnte gezeigt werden, dass TNF-o in der Lage ist ,,Locher in einen Zellverbund von
Trophoblasten zu ,,schneiden* sowie die Vitalitit von Trophoblastzellen zu reduzieren. Diese
negativen Effekte konnen, so ist gezeigt worden, durch IFN-y gesteigert werden (Yui et al.,
1994; Yui et al., 1996). Folgender Ablauf ist wahrscheinlich: Maternale Monozyten binden an
Trophoblastzellen und induzieren die Freisetzung von TNF-a, wodurch eine lokale Lasion in der
Trophoblastschutzhiille entsteht, durch welche maternale Leukozyten in das fetale Gewebe ein-
wandern konnen. TNF-a kann des Weiteren vaskuldres Endothel fiir die Bindung und zytotoxi-

sche Wirkung von PMNL sensibilisieren, indem bestimmte Adhdsionsfaktoren auf dem Endothel
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heraufreguliert werden. Der TNF-a-Rezeptor p55 scheint fiir diese Effekte verantwortlich zu
sein. In vivo sind solche Effekte an Trophoblasten nur sehr schwierig demonstrierbar, eventuell
deshalb, weil EGF die Apoptose induzierende Wirkung von TNF-a und IFN-y blockiert (Garcia-
Lloret et al., 1996; Garcia-Lloret et al., 2000). TNF-a scheint keine nachteiligen Effekte auf Pré-
implantations-Embryonen zu haben. Bevor es also zur Ausbildung einer vaskularisierten Plazen-
ta kommt, kann TNF-a keine abortogene Entwicklung entfalten (Clark ef al., 2001). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Stress- und IL-12-Stimulation die Inzidenz von Apoptose
erhoht haben. Diese Effekte gehen wahrscheinlich auf die erhdhten Werte an TNF-ao mRNA

zuriick, da TNF-a Apoptose induzieren kann (Yui ef al.,1994).

Eine weitere interessante Beobachtung dieser Arbeit ist, dass — obwohl IL-12 eine wesentlich
stirkere Zytokinantwort provoziert hat als die Applikation von Stress — die Abortrate in den ge-
stressten und den IL-12 behandelten Tieren dhnlich hoch ist. Tatsache ist, dass die Abortrate in
diesen beiden Versuchen wesentlich geringer war als zuvor erreichte Abortraten durch Stressex-
position (Clark et al., 1998; Clark et al., 1999; Arck et al., 1997; Arck et al., 1999; Joachim et
al.,2001). Eine dhnliche Situation konnte in den TNF-a und IFN-y behandelten Tieren aus ande-
ren Studien beobachtet werden. Es ist nicht immer moglich, eine Abortrate von > 80% zu errei-
chen. In manchen Mausstriangen in sehr sauberen Tiereinrichtungen ist eine Abortrate von 16-
25% die maximal erzielbare Rate. Stress und Zytokinbehandlung konnten die intestinale Resorp-
tion des bakteriellen Endotoxin (LPS) in unterschiedlichem Ausmal steigern. LPS ist ein sehr
starker Stimulus fiir die Freisetzung von TNF-a im Uterus und LPS kdnnte ndtig sein, damit
TNF-a seine Wirkung entfalten kann, so wie es im Fall des TNF-a induced-Schock vermutet

wird (Gendron et al., 1980; Neilson et al., 1989; Giroir et al., 1992).
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Das folgende hypothetische Szenario zeigt aus den Daten dieser Arbeiten abgeleitet zwei unter-

schiedlichen Stimuli und Wege, die zu einem Abort fithren konnen:

Patho”physiologische” Th1-Induktion Experimentell-inflammatorische Th1-Induktion
4 -
Stress ) —~4 IL-12 Injektion
Nervenfaser ’ CD8+ Suppressorzellen U/
NK-Zelle
‘ _’ |FN-’Y 1\
SubstanzP T  Progesteron {; PIBF | ; IL-10 | ; IL-4 | Makrophagenl

| — [
Mastzellen

¥

f ' Endothelzellen
v

TNF-o *

Fgi2 T
Apoptose Thrombose Apoptose
I‘ i I‘ i

Aborte Aborte

Die Daten dieser Arbeiten deuten an, dass Stress als psychovegetativer Stimulus das Immunsys-
tem zur deutlich gesteigerten Produktion von TNF-a anregt, wodurch vermehrte Apoptoseaktivi-
tit im Uterus nachweisbar war und die Abortrate in den Mausen erhoht wurde. Die psychovege-

tative Reaktion auf den Stressstimulus scheint insbesondere iiber die nervale Freisetzung von
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Transmittern, insbesondere Substanz P (Joachim et al., 2001) vermittelt zu sein. So konnte die
Injektion eines Substanz P-Antagonisten die durch Stressexposition hervorgerufene Steigerung
der Abortrate verhindern (Joachim et al., 2001). Die Injektion von IL-12 hingegen scheint so-
wohl TNF-a und IFN-y zu induzieren, wodurch nach den Versuchen von Clark et al. entspre-
chend hohe Mengen an fgl2 produziert werden und die Abortrate ebenfalls deutlich steigt. Daher
miisste ein entziindlich bedingter Abort mit hohen Werten an IL-12 iiber gerinnungshemmende
Medikamente analog den Versuchen von Clark et al. verhindert werden kdnnen. Die hier préasen-
tierten Ergebnisse im Mausmodell haben die wichtige Frage nach verschiedenen abortiven Kons-
tellationen aufgeworfen. Weitere Tierversuche mit neutralisierenden Antikorpern fiir fgl2 und
CD200 (siehe oben) sowie Versuche zur Wirkung von gerinnungshemmenden MaBinahmen sind
ndtig, um der Rolle von fgl2 als inflammatorisch induzierter Prothrombinase in den verschiede-

nen abortiven Konstellationen ndher zu kommen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen im humanen Modell dieser Arbeit ob der Rolle von fgl 2 in
der Pathogenese von Schwangerschaftskomplikationen wie Spontanabort und Praeklampsie wer-

den im Folgenden diskutiert:

Im Gegensatz zu den Versuchen im Mausmodell, wo das Zytokinprofil an erfolgreichen Implan-
tationsstellen untersucht wurde, also folglich eher einer systemischen Analyse des abortiven Sti-
mulus entspricht, stellen die humanen Dezidua- bzw. Plazentaproben den Ort des abortiven und
praeklamptischen Geschehens dar. Es ist also Gewebe, an dem das lokale Profil eines Abortes
beziehungsweise einer Praeklampsie untersucht werden konnte.

Der humane Spontanabort ist mit der Exprimierung von fgl2 mRNA und mit der Erhéhung von
fgl2 Proteinexpression in einem Zusammenhang zu sehen. Die Vermutung, dass fgl2 einen Ein-
fluss auf die Rejektion eines Embryos ausiibt, konnte durch diese Daten belegt werden. In Pra-
eklampsie-Plazenten konnte ebenso eine erhohte Expression von fgl2 beobachtet werden.
Patientinnen mit habituellen Aborten in der Anamnese haben ein erhdhtes Risiko einer fetalen
Wachstumsretardierung bei einer erfolgreich ausgetragenen Schwangerschaft. Immuntherapie
von habituellen Aborten hingegen ist nicht mit einem erhohten Risiko von fetaler Wachstumsre-
tardierung und/oder Prideklampsie bei diesen Frauen assoziiert (Reginald et al., 1987; Under-
wood et al., 1990; Ramhorst et al., 2000). Gleichzeitig erhoht die Immuntherapie deutlich die
Inzidenz von Lebendgeburten bei diesen Patientinnen. Vor einigen Jahren gab es einen Bericht
iiber einen erfolgreichen Schwangerschaftsverlauf bei einer Vorgeschichte von wiederholtem

fetalen Tod und Praeklampsie, nachdem die Mutter mit véterlichen Leukozyten immunisiert
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worden war (Steck ef al., 1992). Tatsédchlich kann eine Immuntherapie, wie bereits in der Einlei-
tung erwahnt, groBere Neugeborene sowohl bei Menschen als auch in der abortreichen Paarung
von Mausen bewirken. Die Messung des Gewichtes und der Dicke der Plazenta in diesen
Schwangerschaften gibt Hinweise auf ein gesteigertes Wachstum der Plazenta und damit ver-
bunden wahrscheinlich auch auf eine verbesserte Funktion (Chaouat et al., 1990; Mowbray et
al., 1991). Man konnte die Vermutung aufstellen, dass dieses gesteigerte Wachstum von Fotus
und Plazenta auf eine zumindest zum Teil verbesserte Perfusion der Plazenta verbunden mit ei-
ner verminderten Expression von fgl2 zuriickzufiihren ist. Diese Annahme griindet sich auf die
Beobachtung, dass Frauen mit Antiphospholipid-Antikdrpersyndrom, welches mit einer erh6hten
Gerinnungsaktivitit des Phosphatidylserins sowohl auf dem Endothel als auch auf den
Trophoblasten verbunden ist, ein erh6htes Risiko fiir eine Fehlgeburt oder fiir die Manifestation
von Priaeklampsie haben (Dekker ef al., 1995). Acetylsalizylsdure (ASS), welche iiber die Blo-
ckierung von COX-2 die Thrombozytenaggregation hemmt, konnte, eine, wenn auch nur gerin-
ge, Verbesserung in der Manifestation der Praeklampsie bewirken. Dies gilt nur, wenn die The-
rapie frith in der Schwangerschaft begonnen wurde (Sibai et al., 1993). Diese Therapieform fand
in der vorliegenden Arbeit keine Beriicksichtigung, jedoch bestitigt diese Beobachtung zusétz-
lich die Vermutung, dass Koagulation ein wichtiger Mechanismus in der Pathogenese der Pré-
eklampsie darstellt. Die nur geringe Verbesserung der Symptome der Prieklampsie nach der
Therapie mit ASS wére kongruent mit der Behauptung, dass hauptsichlich alternative Gerin-
nungswege in den Schwangerschaftspathologien eine Rolle spielen und somit die Pléttche-
naggregation nur von untergeordneter Bedeutung ist. Heparin, ein weiteres gerinnungshemmen-
des Medikament, welches die Wirkung von Antithrombin III potentiell verstirkt, kann ebenso
Spontanaborte verhindern und die Symptome der Praeklampsie mildern (Sibai et al., 1993; Shi-
nyama et al., 1996; Bar et al., 2000,). Es ist wichtig festzuhalten, dass, wenn eine spezifische
Prothrombinase einmal aktiviert ist, das dadurch gebildete Thrombin einen Riickkopplungsme-
chanismus in Gang setzt, durch den andere Wege aktiviert werden, die die Gerinnungsneigung
verldngern und verstiarken (Nakabayashi et al., 1999). Es existieren weitere Daten, die eine er-
hohte Koagulation in Praeklampsie beschreiben, wie zum Beispiel: Fibrinspaltung wird kataly-
siert durch Plasmin, welches aus Plasminogen entsteht. Plasminogen steht unter dem Einfluss
von Plasminogen-Aktivatoren und/oder von Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren — kurz PAI [ und
II. Somit erhéhen PAI I und I die Menge an verbleibendem Fibrin. PAI I wird von vaskuldrem
Endothel synthetisiert und PAI II von Trophoblastzellen. Bei fetaler Wachstumsretardierung ist
PAI-I erhoht und PAI II ist gleichzeitig verringert, somit verbleibt — bei gleicher Prokoagulation-

saktivitdt — eine erhohte Menge an Fibrin in den GefdBen. AuBlerdem induzierte das Serum von
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priaeklamptischen Frauen eine vermehrte Expression von Fibronektin in umbilikalen Venenen-
dothelzellen bei einer in vitro Untersuchung (Nakabayashi et al., 1999). Der Tissue Faktor, Be-
standteil eines weiteren Weges zur Induktion von Prothrombinase-Aktivitit, ist ebenfalls erhoht
in Praeklampsie (Clark et al., 1999). Der Tissue Faktor wird allerdings nicht von Trophoblastzel-
len exprimiert. Somit sind in der Plazenta vorrangig Phosphatidylserin und fgl2 als Prothrombi-
nasen verstirkt prasent (Labarrere et al., 1991; Nakabayashi et al., 1999; Sheppard et al., 1999).
Es ist moglich, dass Tissue Faktor in anderen Kompartimenten aktiviert wird als Folge der pla-
zentaren Hypoxie, die in der Manifestation einer Prieklampsie miindet, da die Entnahme von
Membranvesikeln aus ischdmischen Trophoblasten auch in anderen GefdBen auBlerhalb der Pla-

zenta toxische Effekte auf das Endothel ausiibte (Johansen et al., 1999).

Eine interessante Beobachtung dieser Arbeit ist, dass eine erhohte Expression von fgl2 und eine
erhohte Expression von TNF-a in der Dezidua oder Plazenta festgestellt werden konnte. Beide
Zytokine TNF-a und IFN-y miissen appliziert werden, um spontane Abortraten von bis zu 80%
in Miusen zu induzieren. Bei niedrigen Dosen der applizierten Zytokine muss eine gemeinsame
Applikation erfolgen, um einen Abort auszuldsen (Clark et al., 1998). Das fgl2 — isoliert aus der
Leber — hat ein IFN-y Responder-Genelement, aber keinen TNF-a Responderabschnitt. Im Ge-
gensatz dazu hat Tissue Faktor ein TNF-a, aber kein IFN-y Responderelement (Levy ef al., un-
publiziert). TNF-a ist ebenfalls an der Sensibilisierung von Endothelzellen durch die Induktion
von Adhésionsrezeptoren, die eine Zelltotung durch PMNL erlauben, beteiligt. Gleichzeitig be-
wirkt diese Sensibilisierung die Bildung von Thrombin iiber die Prothrombinase fgl2 oder andere
Prothrombinasen, wodurch das Endothel angeregt wird, IL-8 (MIP-2 in der Maus) zu produzie-
ren, welches zusétzlich PMNL anlockt und aktiviert (Miyabayashi et al., 1996; Clark et al.,
1998). Die beobachtete Haufung apoptotischer Signale in Spontanabort und Prieklampsie konn-
te in einem engen Zusammenhang mit den erhdhten Werten an TNF-a und fgl2 stehen. TNF-a
reduziert IL-6, woraufhin eine verringerte Aktivierung von Thrombomodulin folgt. Thrombo-
modulin spielt eine entscheidende Rolle bei der Inaktivierung von Prothrombinasen (Labarerre et
al., 1991; Nakabayashi et al., 1999).

Analog dem Konzept, dass mindestens zwei Zytokine, TNF-a und IFN-y, an dem Prozess der
Aktivierung des fgl2 abhidngigen Gerinnungsweges beteiligt sind, existiert eine enge Korrelation
zwischen den Mengen an IFN-y und dem 16slichen TNF-a-Rezeptor sowie der Entstehung einer
Praeklampsie (Nakabayashi et al., 1999; Williams et al., 1999). IFN-y kann zusétzlich zu der

Regulation der fgl2-Expression die Expression des Integrins av3 auf dem Endothel herunterre-
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gulieren, wodurch die Migration der Trophoblasten behindert wiirde. In Méusen und auch beim
Menschen ist die Expression von IFN-y notwendig fiir die vaskuldre Umwandlung der Gefil3e
von Widerstandsgefdlen zu Kapazititsgefaen (Ashkar et al., 2000). Erhohte Mengen an TNF-a
konnten daher eine grofe Rolle in der Pathogenese des Spontanabortes und der Prieklampsie
spielen, in dem die Expression von TNF-a einen richtungsweisenden Ausschlag geben wiirde
(IFN-y wird auch in normaler Schwangerschaft exprimiert) (Nakabayashi et al., 1999; Williams
et al., 1999). Diese These deckt sich mit der Feststellung, dass TNF-a in Spontanabort und Pré-
eklampsie exprimiert ist. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TNF-a Protein — nachge-
wiesen durch Immunhistochemie in Trophoblasten — bei Praeklampsie hochreguliert wird. Vor-
laufige Daten lassen zudem vermuten, dass TNF-a in Gewebe von Spontanaborten in verstark-
tem Malle préisent ist, aber die Methode der In-situ-Hybridisierung ldsst keine statistisch ver-
wendbare Quantifizierung zu. Sowohl in den Gewebeproben bei Spontanabort als auch bei Pri-
eklampsie konnten neben der erhdhten Expression von TNF-a und fgI2 ein deutlicher Anstieg an
Apoptose beobachtet werden. Die vorliegende Zytokin- und Gerinnungskonstellation begiinstigt
den Untergang von Plazentagewebe und verstirkt dadurch die Malfunktion bzw. die abortiven

Vorginge.

Die Bestitigung der Hypothese, dass eine fgl2-abhéngige vermehrte Bildung von Fibrin die Mig-
ration der Trophoblasten behindert und dies die primére pathophysiologische Entwicklung in der
Entstehung des Spontanabortes und der Priaeklampsie représentiert, kann derzeit aufgrund des
Fehlens klinischer Studien iiber die Privention der Entstehung des Spontanabortes und der Pra-
eklampsie durch fgl2 inhibierende Substanzen nicht erfolgen. Im CBA x DBA-Mausmodell hat
die Korrektur der Th;/Thy-Immunimbalance durch Immuntherapie die Resorptionen verhindert
und sowohl das Geburtsgewicht als auch das Plazentagewicht gesteigert. Die Therapie mit mo-
noklonalem Antikorper, der spezifisch fgl2 blockiert (Clark et al., 1998), bewirkt hoheres Ge-
burtsgewicht und schwerere Plazenten. Plazentare Ischdmie fiihrt nicht zu Hypertension in Méu-
sen, aber in Ratten, weil dort durch eine tiefere Invasion des miitterlichen Gewebes der Blut-
druck in der zweiten Hilfte der Tréchtigkeit nicht abfdllt. Ein Blutdruckanstieg ist in trachtigen
Maiusen auch nicht nach einer Th;-Zytokinaktivierung und folgender Endotoxin-vermittelter A-
poptose von Trophoblasten zu beobachten. Dabei entwickelt sich keine fetale Wachstumsretar-
dierung (Fass et al, 1994; Fass et al., 2000). Vermutet wird, dass Anti-fgl2 Antikorper-
Applikation den Blutdruck in Ratten mit plazentarer Ischdmie normalisieren konnte. Wenn sich

diese prognostischen Ergebnisse vollstindig im Maus- und Rattenmodell gewinnen lie3en, so
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wiirde dies einen starken Impetus fiir eine klinische Studie iiber humanspezifisches Anti-fgl2 in
mit groem Risiko behafteten Schwangerschaften sowie in Schwangerschaften, in denen Frauen
kurz nach einem Partnerwechsel empfangen haben (50% Risiko einer Praeklampsie) (Robillard
et al., 1994), bedeuten. Es wire sinnvoll, die fg]l2 mRNA Mengen und die Fibrinablagerungen in

Deziduaproben mit mangelhafter Implantation im zweiten Trimenon zu untersuchen.

Die vorliegenden Ergebnisse und deren teilweise Verdffentlichung in reproduktions-
immunologischen Zeitschriften sind ein wichtiger Beitrag, um die Zusammenhinge und Auslo-
ser, die zu Schwangerschaftskomplikationen wie dem Spontanabort und der Praeklampsie fiih-
ren, besser verstehen zu lernen. Insbesondere die Daten im Mausmodell deuten auf die Bedeu-
tung der immunvaskuldren Kommunikation hin und eréffnen hiermit die Mdglichkeit, gezielt

therapeutische Ansitze zu finden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen, die zu Schwangerschaftskomplikationen wie Spon-
tanabort und Prieklampsie fiihren, genauer zu charakterisieren. Daten aus dem Mausmodell so-
wie Daten aus klinischen Studien haben die Vermutung nahegelegt, dass immunologisch getrig-
gerte Schwangerschaftskomplikationen mit einer Aktivierung der Gerinnung verkniipft sind. So
haben Clark et al. im Mausmodell fiir die zytokinabhéngige Prothrombinase fgl2 eine Schliissel-
funktion bei murinen Aborten beschrieben. Nach einem Anstieg von TNF-a und IFN-y werden
maternale Endothelzellen zur Synthese und Sekretion von fgl2 angeregt. Fgl2 in seiner Funktion
als Prothrombinase wandelt direkt Prothrombin in Thrombin um, wobei diese Aktivierung
gleichzeitig zur Rekrutierung von polymorphonuklearen Leukozyten fiihrt. Klinische Daten be-
legen, dass ein Antiphospholipid-Syndrom mit einer erhdhten Gerinnungsneigung (arterielle und
venodse Thromben) mit einer erhohten Abortneigung einhergeht. Im Mausmodell stand neben der
Untersuchung der Gerinnungsaktivitdt vor allem der Vergleich eines physiologischen (stress-

induzierten) mit einem entziindlich bedingten Abort im Vordergrund.

Die Daten dieser Arbeit belegen, dass ein starker inflammatorischer Stimulus (IL-12) einen An-
stieg von TNF-a und IFN-y bewirkt. Diese Ko-Expression von beiden Th;-Zytokinen zieht die
erhohte Expression von fgl2 nach sich. Im stress-assoziierten Abortgeschehen bleibt der Anstieg
von [FN-y aus, nur TNF-a ist erhdht. Demzufolge findet sich kein Anstieg von fgl2, sondern ein
Abfall. In der Untersuchung an Plazenten von Patientinnen mit Spontanabort und Prieklampsie
zeigte sich eine Erhdhung der Expression von TNF-a und eine vermehrte Prasenz der Prothrom-

binase fgl2.

Diese Daten zeigen deutlich, dass mehrere Ausloser und mehrere Abortkaskaden im murinen
Modell existieren und dass es fgl2-abhidngige und fgl2-unabhingige Aborte gibt. Im Mausmodell
hat sich gezeigt, dass Stress vornehmlich iiber die Steigerung von TNF-a auf das 5,5 fache ge-
geniiber dem normalen Wert fiir TNF-oo mRNA in nicht gestressten Méusen einen Abort indu-
ziert. [IFN-y und IL-12, die beiden Leitzytokine der Th;-Immunantwort, werden nach Stress nicht
vermehrt exprimiert. Injiziert man IL-12 in trichtige Méuse — im Sinne einer inflammatorischen
Immunantwort — steigt die Expression sowohl von TNF-a als auch die von IFN-y mRNA. Die
Ko-Expression dieser beiden Th;-Zytokine bewirkt dann einen Anstieg von fgl2. Dieser Anstieg

von fgl2 ist bei Stress-induziertem Abort nicht zu beobachten, vielmehr wird fgl2 in Stress-
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assoziiertem Abort herunterreguliert. Im humanen Modell gingen Spontanabort und Pré-
eklampsie beide mit erhdhten Werten von fgl2 einher, insbesondere in den plazentaren Gefalen.
Diese gesteigerte Expression von fgl2 schien gleichfalls mit einer starkeren Ablagerung von Fi-
brin assoziiert. In der humanen Studie wurde, anders als im Tierversuch, die Plazenta untersucht,
also das Gewebe, an dem sich die Pathologie manifestiert. Im Tiermodell hingegen konnte die
systemische Antwort auf Stress beziechungsweise auf Inflammation an erfolgreichen Implantatio-
nen untersucht werden. Daher sind gerade im humanen Modell vor allem systemische Untersu-
chungen tiiber die Rolle von fgl2 notwendig. Wiinschenswert wire eine prospektive Studie, die
ermoglicht, das Zytokinprofil vor einem Spontanabort und vor der Manifestation einer Pré-
eklampsie zu bestimmen. Diese Daten konnten Hinweise geben, welche Zytokinkonstellation der
Erkrankung vorausgeht. Aufschlussreich wére die Bestimmung des Plasmaspiegels (als systemi-
sche Antwort) von fgl2 vor und nach Erkrankung, um die Funktion von fgl2 genauer bestimmen
zu konnen. Im klinischen Alltag wird Patientinnen mit systemischen Lupus erythromatodes und
dem haufig mit Lupus assoziierten Antiphospholipid-Syndrom bei Schwangerschaft eine Thera-
pie mit niedrig dosiertem Heparin und ASS empfohlen. Im Mausmodell lie3 sich die Abortrate
ausgeldst durch die Zytokininjektion und der darauffolgende Anstieg von fgl2 durch eine Be-
handlung mit Heparin verhindern. Weitere Studien werden die Zytokinkonstellation und die Rol-
le von fgI2 in der Schwangerschaft untersuchen miissen, um die Interaktion und den Zusammen-
hang zwischen Th;-Immunantwort und aktivierter Gerinnung in pathologischen Schwanger-

schaftsverlaufen detaillierter beschreiben zu konnen.
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