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Der protektive und immunmodulierende Effekt der Hidmoxygenase-1 (HO-1) wurde in der
Sepsis- und Transplantatforschung mehrfach bewiesen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss
dieses Enzyms auf das angeborene Immunsystem wéhrend der Schwangerschaft untersucht.
Trophoblastzellen von Abbriichen und spontanen Aborten wurden mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimuliert und auf die HO-1, Bag-1 und Zytokinproduktion untersucht. Im Mausmodell
wurde schwangeren Tieren mit unterschiedlichem Genotyp fiir das Hmox! Gen LPS injiziert.
AnschlieBend wurde die Verteilung von Immunzellen und die Zytokinproduktion in der Milz
ermittelt, sowie die HO-1, Bag-1 und Zytokinexpression in der Plazenta bestimmt. Trophob-
lasten von pathologischen Schwangerschaften zeigten geringere Proteinkonzentrationen der
HO-1 und des anti-apoptotischen Molekiils, Bag-1. Die LPS Behandlung bewirkte einen Ans-
tieg der HO-1, dieser fiel in Trophoblastzellen von Aborten geringer aus als in Zellen von
normalen Schwangerschaften. In beiden Gruppen war die Immunantwort auf LPS durch einen
Anstieg der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a gekennzeichnet. Im Mausmo-
dell zeigten HO-1 defiziente Tiere unabhéngig von LPS erhohte T-Zellzahlen in der Milz, als
auch eine verstirkte TNF-a Expression in der Milz und der Plazenta. LPS bewirkte abhéngig
vom HO-1 Mangel eine verminderte Expression von Bag-1 in der Plazenta. Die Ergebnisse
vermitteln eine Marker Funktion der HO-1 fiir eine erfolgreiche Schwangerschaft, sowie ei-
nen Einfluss des Enzymes auf die angeborene Immunantwort. Diese konnte in vivo durch eine
Regulation der Bag-1 und Zytokinproduktion charakterisiert sein und den Schwangerschafts-

ausgang wihrend einer Infektion maf3geblich beeinflussen.
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1 Abkiirzungsverzeichnis

Bag-1 BCL-2 associated athanogene (BCL-2 assoziiertes Athanogen)

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD Cluster of Differentiation (Differenzierungsmuster)

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting (Fluoreszenz-basierte Zellsortierung)

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

hCG human chorionic gonadotropin (humanes Choriongonadotropin)

HMOX1 Gen der Himoxygeanse-1 des Menschen

Hmox1 Gen der Hamoxygenase-1 der Maus

HO-1 Héamoxygenase-1

IFN Interferon

IL Interleukin

L.p. intraperitoneal

LPS Lipopolysaccharid

NF-«B Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells (Nukleérer
Faktor- kappa-Leichtketten Erhoher- aktivierter B-Zellen)

NK Natiirliche Killerzelle

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns (Pathogen-assoziierte molekulare
Muster)

RT Raumtemperatur

RT-PCR Real-time Polymerase Chain Reaction (Echtzeit Polymerase-
Kettenreaktion)

SSW Schwangerschaftswoche

Th T-Helferzelle

TLR Toll-like receptor (Toll-dhnlicher Rezeptor)

TNF-a Tumor Necrosis Factor-a (Tumor-Nekrosefaktor-a)
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2 Einfithrung

2.1 Die Schwangerschaft

Die Schwangerschaft des Menschen dauert vom Tag der Befruchtung bis zur Geburt im
Durchschnitt 38 Wochen oder 266 Tage. Dieser Zeitraum wird in Trimester eingeteilt, wobei
das erste Trimester den ersten bis dritten Schwangerschaftsmonat, das zweite Trimester den
vierten bis sechsten und das dritte Trimester den siebten bis neunten Schwangerschaftsmonat
umfasst. Wihrend der Schwangerschaft kommt der Plazenta eine besondere Bedeutung zu.
Sie wird durch die Trophoblastzellen gebildet und garantiert die Versorgung des Ungeborenen
mit Néhrstoffen und Sauerstoff. Des Weiteren stellt sie die direkte Kontaktstelle zwischen

Mutter und Kind dar und erméglicht die Interaktion zwischen beiden [1].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben humanen Plazentagewebe auch mit trichtigen Méu-
sen gearbeitet. Die Schwangerschaft der Maus hat eine Zeitdauer von ca. 20 Tagen. Die Stu-
fen der Entwicklung und Differenzierung dhneln in ihren Grundziigen denen des Menschen.
So kommt es auch im Laufe der murinen planzentaren Entwicklung zu einem direkten Kon-

takt zwischen miitterlichen Organismus und den kindlichen Trophoblasten. [2-3].
2.1.1 Abort

Der Abort (Fehlgeburt) beschreibt den Verlust des Schwangerschaftsproduktes vor Eintritt der
extrauterinen Lebensfahigkeit, beim Menschen ca. bis zur 22. SSW. Dabei wird der spontane
Abort vom kiinstlich herbeigefiihrten, legalen Schwangerschaftsabbruch unterschieden [4].
15 bis 25 % aller Schwangerschaften enden in einem spontanen Abort, der sich klinisch durch
Blutungen duflern kann und mittels Ultraschall sonographisch diagnostiziert wird [5]. Diese
durch klinische Symptome ermittelte Abortrate muss nach oben korrigiert werden, denn eini-
ge Schwangerschaften enden unerkannt unmittelbar nach der Empfangnis. Viele Frauen sind
sich zu diesem Zeitpunkt der Schwangerschaft noch nicht bewusst, da noch keine Zyklusver-
anderungen aufgetreten sind. Schwangerschaft bzw. Fehlgeburt bleiben dann unbemerkt oder
werden als Zwischenblutung verkannt. Mittels der kontinuierlichen Messung des Schwanger-
schaftshormones B-hCG iiber mehrere Zyklen fruchtbarer Frauen wurden realistische Abortra-
ten zwischen 43 bis 60 % ermittelt [6-7]. Der Grof3teil der Aborte ereignet sich im ersten Tri-
mester und ist durch chromosomale Verdnderungen bedingt [8]. Viele weitere Risikofaktoren

fiir eine spontane Fehlgeburt sind beschrieben, darunter Zigarettenkonsum, Chemikalienexpo-
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sition, Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus und Infektionen [9-12]. Wiederholte
oder habituelle Aborte liegen vor, wenn eine Frau drei oder mehr spontane Aborte erleidet.
Anders als bei einmaligen Aborten sind die Ursachen hier vorwiegend in einer immunologi-

schen Fehlregulation zu suchen [13].
2.1.2 Immunologische Grundlagen der Schwangerschaft

Der Fetus besitzt Genomanteile des Vaters und présentiert diese als fremde Antigene dem
miitterlichen Immunsystem. Die Schwangerschaft kann vor diesem Hintergrund als eine Art
Allotransplantation betrachtet werden. Anders als bei einem Organtransplantat erfihrt der
Fetus aber keine AbstoBungsreaktion, sondern wird vom miitterlichen Immunsystem trotz
direktem Kontakt toleriert [14]. Der erste Kontakt des miitterlichen Immunsystems mit véter-
lichen Antigenen findet vermutlich bereits bei der Insemination statt. Unsere Arbeitsgruppe
zeigte im Mausmodell, dass miitterliche, Antigen prisentierende Dendritische Zellen
(MHCII" CD11c") in der vaginal Fliissigkeit in Verbindung mit Antigenen des méinnlichen
Samens zur Expansion regulatorischer T-Zellen fiihren. Diese spezifischen T-Zellen bewirken
eine frithe Toleranz der viterlichen Antigene, die spéter auch das Ungeborene prisentiert [15].
Die Akzeptanz des Feten ist somit nicht durch eine verminderte Immunaktivitdt bedingt, son-
dern Ergebnis aktiver Regulationsprozesse von Seiten miitterlicher Immunzellen und spéater
auch der fetalen Trophoblastzellen. Ab dem frithen Stadium der Implantation finden sich an
der fetal-maternalen Grenzregion weitere Immunzellen. Diese werden in der frithen Schwan-
gerschaft von Zellen des angeborenen Immunsystems dominiert, neben den Dendritischen
Zellen gehdren dazu uterine natiirliche Killer Zellen (NK-Zellen), Makrophagen und Mastzel-
len [16-18] (unver6ffentlichte Daten von Katja Woidacki). Jede dieser Zellpopulationen erfiillt
eine spezifische Rolle fiir die erfolgreiche Implantation, Plazentaentwicklung und Differen-
zierung [19-21]. In vitro Studien zeigten, dass Trophoblasten selbst die Migration von NK-
Zellen und Makrophagen bewirken konnen und als Modulatoren des angeborenen Immunsys-

tems agieren [19,22].

Die Zellinteraktion muss dabei genau kontrolliert werden und wird durch extrazelluldre Sig-
nalmolekiile, wie den Zytokinen gesichert. Hierbei handelt es sich um ldsliche Proteine und
Glykoproteine, die von Leukozyten und anderen Korperzellen produziert werden. Sie sichern
die Zellinteraktion, indem sie an spezifischen Rezeptoren binden und iiber diese intrazelluldre
Signalkaskaden aktivieren. Unter Beriicksichtigung funktioneller Aspekte ist eine Einteilung

der Zytokine abhédngig von deren Produktion durch T-Zellen in Thl und Th2 Zytokine ge-
8
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brauchlich. T-Zellen gehoren dem adaptiven, spezifischen Immunsystem an. Sie werden nach
ihren Oberflichenmarkern in zytotoxische T-Zellen (CD8") und T-Helfer Zellen (CD4") ein-
geteilt. Wihrend Erstere die Zielzelle direkt bekdmpfen, agieren die T-Helfer Zellen indirekt
durch die Aktivierung anderer Immunzellen. Sie werden wiederrum in die Gruppe der T-
Helfer Zellen Typ 1 (Thl) und Typ 2 (Th2) unterteilt. Unter anderem gehdren Interleukin-12
(IL-12), Interferon-y (IFN-y) oder Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a) zur Gruppe der Thl Zyto-
kine. Sie bedingen eine zelluldre Immunantwort, die durch Aktivierung von Makrophagen und
anderen Immunzellen ein entziindliches Milieu generiert. Th2 Zytokine, darunter IL-10 und
IL-4 bedingen eine humorale, durch Antikorperproduktion charakterisierte Immunantwort
[23-25]. In élteren Studien wurde ein starres Konzept postuliert, in dem inflammatorische Th1
Zytokine die Schwangerschaft gefihrden, Th2 Zytokine dagegen eine erfolgreiche Schwan-
gerschaft ermdglichen [26-27]. Zeitnahe Studien zeigen, dass diese starre Zytokin-Balance
nicht ausreichend ist die Ursachen von Schwangerschaftskomplikationen zu erkléren und eine
zu starke Vereinfachung darstellt. So kdnnen auch IL-10 und IL-4 defiziente Méuse erfolgrei-
che Schwangerschaften austragen [28]. INF-y ist nicht nur schwangerschaftsgefahrdend, son-
dern ermdglicht in moderaten Konzentrationen die frithe Differenzierung der Trophoblastzel-
len. Des Weiteren hat dieses Zytokin iiber die Reifung von uterinen NK-Zellen Einfluss auf
die Ausbildung der Plazenta versorgenden Arterien [29-30]. Es hat sich also gezeigt, dass die
Signalkontrolle an der fetal-maternalen Grenzregion nicht einfach in gefahrlich und protektiv
eingeordnet werden kann. Vielmehr miissen die Konzentrationen der einzelnen Molekiile im
Kontext zum Schwangerschaftszeitpunkt und der Situation betrachtet werden. Die Faktoren,
die diese feine Einstellung der Immunbalance iiber die Zytokine ermdglichen und wann und

warum diese gestort werden, sind Thema aktueller Forschung.
2.2 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der duleren Membran gramnegativer Bakterien
und gelten als potente Induktoren des angeborenen Immunsystems. Gramnegative Bakterien
umfassen eine heterogene, zum Teil auch humanpathogene Gruppe von Mikroorganismen,
wie Eschericha coli, Klebsellia pneumoniae oder Clamydia trachomatis [31]. LPS sind
amphiphile Molekiile, die aus einem liphophilen Lipid A, einer verbindenden Kernregion und
einem hydrophilen Poly- bzw. Oligosaccharid, dem O-Antigen bestehen. Das O-Antigen ragt
in die Umgebung aullerhalb des Bakteriums und unterscheidet sich zwischen verschiedenen

Bakterienarten [32]. Das Lipid A stellt den relevanten, das Immunsystem aktivierenden Be-
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standteil dar [33]. Es wird bei Zelllyse, -tod oder -teilung aus der Membran freigesetzt und
aus diesem Grund auch als Endotoxin bezeichnet [34]. LPS wird ohne vorherige Sensibilisie-
rung direkt vom angeborenen Immunsystem als Pathogen erkannt und gehdrt somit zu den
pathogen associated molecular pattern (PAMPs). Als spezifisch LPS bindender Rezeptor
wurde der 7oll-like Rezeptor 4 (TLR4) charakterisiert [35]. Dieser transmembrane Rezeptor
findet sich nicht nur in Zellen des Immunsystems, sondern auch in nicht immunologischen
Zellen wie Endothelzellen, Myozyten oder Fibroblasten [36-39]. Er vermittelt {iber verschie-
dene intrazelluldre Adaptermolekiile und die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB die
Bildung inflammatorischer Immunmodulatoren wie TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12, Prostaglandi-
nen und Wachstumsfaktoren fiir Immunzellen (Abbildung 1). Es kommt zur Aktivierung des

angeborenen Immunsystems und zur sofortigen Bekdmpfung des Pathogens [31,40].

CD14
Zellmembran

TRAF6

Zellkern

Genexpression

Abbildung 1: Schematische Darstellung der LPS induzierten intrazelluliiren Signalkaskade. LPS wird im
Komplex mit CD14 durch den TLR4 erkannt. Dieser liegt in Verbindung mit MD-2 vor und generiert eine intra-
zellulare Signalkaskade, welche iiber verschieden Adaptermolekiile zur Aktivierung von NF-kB fiihrt. Die Ex-
pression immunmodulierender Botenstoffe wird so induziert und eine Immunantwort in die Wege geleitet.
MyD88 = myeloid differentiation primary gene (88), IRAK = IL1 receptor associated kinase, TRAF6 TNF re-
ceptor associated factor 6, NIK/MKK = NF-«B inducing kinase/mitogen activated protein kinase kinases, IKK =
inhibitory kB kinase. Modifiziert nach Knuefermann P, Nemoto S, Baumgarten G, Misra A, Sivasubramanian N,
Carabello BA, Vallejo JG: Cardiac inflammation and innate immunity in septic shock: is there a role for toll-like

receptors? Chest. 121. 1329-1336 (2002)
10
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2.2.1 LPS in der Schwangerschaft

Beim Menschen konnte in einer Reihe klinischer Studien gezeigt werden, dass eine vaginale
Fehlbesiedlung mit gramnegativen Bakterien in der frithen Schwangerschaft mit einem erh6h-
ten Risiko flir Fehl- bzw. Frithgeburten einhergeht [41-43]. In Tiermodellen wurde die Rolle
von LPS als schwangerschaftgefdhrdendes Agenz verifiziert. Schon kleine Mengen in der
frithen Schwangerschaft fiihren zu Fehlbildungen bis hin zur fetalen Resorption, wobei die
Muttertiere keine gesundheitliche Beeintrdchtigung zeigen [44-45]. LPS wirkt dabei selbst
nicht direkt toxisch auf das Ungeborene. So zeigt die LPS Behandlung der Embryokultur
keine toxischen oder letalen Effekte. Es ist vielmehr die LPS bedingte miitterliche Immun-
antwort, die die erfolgreiche Schwangerschaft bedroht [46]. Diese wird durch die Trophob-
lastzellen vermittelt. Sie exprimieren den LPS erkennenden Rezeptor TLR4 wéhrend der ge-
samten Schwangerschaft in steigenden Konzentrationen [47]. Dass die fetale Letalitét indirekt
von LPS durch den TLR4 vermittelt wird, zeigt sich im Mausmodell mit einem Defekt fiir
diesen Rezeptor. Diese Tiere weisen keine pathologischen Schwangerschaftsverldufe nach der
Behandlung mit abgetdteten gramnegativen Bakterien auf [48]. Der TLR4 vermittelt die Pro-
duktion immunmodulierender Molekiile durch die Trophoblastzellen. Hierbei handelt es sich
einmal um extrazelluldre Signalstoffe, die eine Migration von Leukozyten an die fetal-
maternale Grenzregion und Infiltration in die Plazenta bewirken [49]. Weiterhin kommt es zur
vermehrten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-6 und TNF-a. Im Gegenzug
wird die Expression anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 vermindert [50-51]. Die Tro-
phoblastzellen selbst sind nun wiederrum hoch sensibel gegeniiber der zytotoxischen Wirkung
zu hoher inflammatorischer Zytokinkonzentrationen und reagieren auf diese mit dem progra-
mierten Zelltod [52]. Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Reaktionen an der fetal-
maternalen Grenze auf LPS die Immunbalance soweit stdren kann, dass die Schwangerschaft
nicht weiter aufrecht erhalten wird. LPS selbst hat dabei keine toxischen Eigenschaften, es
impliziert dem Immunsystem eine Infektion, auch ohne das Vorhandsein eines eigentlichen
Krankheitserregers. Die dabei generierte Immunantwort stellt die eigentliche Gefahrdung der

Schwangerschaft dar.

2.3 Hiamoxygenase

Die Hédmoxygenase (HO) ist ein Enzym, das die erste und geschwindigkeitsbestimmende
Reaktion des Him-Abbaus katalysiert [53]. Himproteine sind im Koérper ubiquitér, fungieren

als Elektronentransporter in Cytochrom ¢ oder als Sauerstofftransporter im Hamoglobin und
11



Kristina Kahlo Dissertation Einfiihrung

Myoglobin. Freies Him ist durch Bildung freier Sauerstoffradikale und Generierung oxydati-
ven Stresses zytotoxisch und der schnelle Abbau somit obligat [54-55]. Dabei wird Hdm von
der HO zu dquimolaren Mengen Kohlenmonoxid (carbon monoxid, CO), Biliverdin und Ei-
sen abgebaut [56] (Abbildung 2). Als Produkte unterschiedlicher Gene sind 3 Isoformen die-
ses Enzyms bekannt. Die HO-1 und HO-2 sind hochkonserviert und lassen sich in Pilzen,
Pflanzen und Saugetieren finden. Thre Gene zeigen eine Sequenzhomologie bei Ratten, Mau-
sen und Menschen die bei 80-90% liegt [57]. Die HO-3 konnte nur in Tieren nachgewiesen

werden und ist wenig beschrieben [58].

2 Ferritin
Fe2+
Himoxygenase /
Him —> Biliverdin == Bilirubin
Biliverdin
Reduktase
CcO

Abbildung 2: Enzymatische Reaktion der Himoxygenase. Him wird durch die Himoxygenase zu dquimola-
ren Mengen von CO, Biliverdin und freiem Eisen abgebaut. Im direkten Anschluss wird Biliverdin zu Bilirubin
reduziert und das freie Eisen durch das Speichermolekiil Ferritin gebunden. Modifiziert nach Otterbein LE, Choi
AM: Heme oxygenase: colors of defense against cellular stress. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 279.
L1029-1037 (2000)

2.3.1 Funktion und Bedeutung der HO-1

Die auch als Heat Shock Protein 32 (HSP 32) bekannte HO-1 ist durch verschiedene endoge-
ne und exogene zelltoxische Stimuli induzierbar. Dazu zdhlen verschiedene inflammatorische
Zytokine, Ischimie, Hypoxdmie, Schwermetalle, ultraviolette Strahlung und Endotoxine
[59-63]. In diesem Zusammenhang erfiillt die HO-1 nicht nur die Funktion eines Hdm degra-
dierenden Enzyms. Thm wurden, auch nicht zuletzt durch die Wirkung seiner Abbauprodukte,
anti-inflammatorische, anti-apoptotische, anti-oxidative und gefdfregulierende Eigenschaften
zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass CO in den von der HO-1 produzierten Mengen
als Signalmolekiil Apoptose in Fibroblasten und Endothelzellen verhindern kann [64]. Es hat
gefdlerweiternde Eigenschaften, vermindert die Plattchenaktivierung und verfiigt iiber ent-

zlindungshemmende Féhigkeiten durch die Regulation der Zytokinproduktion [63,65-68]. Das
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von der HO erzeugte Biliverdin wird durch die Biliverdinreduktase zu Bilirubin reduziert und

ist ein potentes Antioxidant [69].

2.3.2 HO-1 in der Schwangerschaft

In vielen Studien und Tiermodellen konnte belegt werden, dass HO-1 in der Schwangerschaft
eine grofle Rolle spielt. Als Hauptressource dieses Enzyms an der fetal-maternalen Grenze
erwiesen sich die Trophoblastzellen. Diese exprimieren abhidngig vom Differenzierungsgrad
und Trimester HO-1 in unterschiedlichen Mengen [70-71]. Ist die Konzentration der HO-1 an
der fetal-maternalen Grenze vermindert, ist die Schwangerschaft gefahrdet. So zeigt ein Po-
lymorphismus des HMOX1-Genes beim Menschen, der zu einer verminderten Expression des
Enzyms fiihrt, eine Korrelation zu wiederholten Fehlgeburten [72]. Unsere Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass eine zu Fehlgeburten neigende Verpaarungskombination von Médusen
ebenfalls durch verminderte HO-1 Level in der Plazenta gekennzeichnet ist [73]. Durch die
Gabe von Zinkprotoporpherin, ein Inhibitor der HO-1 und HO-2 Isoform waren wir in diesem
Mausmodel in der Lage, die Abortrate sogar weiter zu steigern. Im Gegenzug dazu erreichten
wir durch die HO-1 Hochregulation einen schwangerschaftsprotektiven Effekt. So konnte
mittels Kobaltprotoporpherin, ein bekannter Induktor der HO-1 Expression, die Fehlgeburten-
rate signifikant gesenkt werden [74]. Das gleiche Ergebnis liel sich durch den Transfer des
HO-1 kodierenden Gens und der dadurch erh6éhten Expression des Enzyms erreichen. Die
verminderte Rate an Fehlgeburten ging hier mit dem verminderten Zelltod plazentarer Zellen

und einer erhdhten Th2 zu Th1 Zytokin Ratio einher [75].

In diesen beiden Studien untersuchte unsere Arbeitsgruppe des Weiteren die Rolle von Bag-1
(BCL-2 associated athanogene) im Zusammenhang mit der HO-1. Bag-1 ist ein intrazellulédr
lokalisiertes Molekiil, das Zellen vor dem programmierten Zelltod schiitzt [76-77]. Im Zu-
sammenhang mit der HO-1 fand es erstmals in der Transplantationsforschung Beachtung. So
ging die Hochregulation von HO-1 durch Gentherapie mit verldngertem Transplantatiiberle-
ben und erhohten Bag-1 Konzentrationen einher [78]. In der Schwangerschaft wurde ebenfalls
mit HO-1 Induktion eine Steigerung der Bag-1 Konzentration in der Plazenta erreicht und
damit eine verringerte Apoptoserate plazentarer Zellen. Die Mechanismen mit denen die HO-
1 liber eine Bag-1 Induktion wirkt und somit das Zelliiberleben fordert sind nicht vollstindig
verstanden. Diese Signalkaskade zeigt aber einen Weg {liber den die HO-1 ihren zytoprotekti-
ven und anti-apoptotischen Charakter verwirklicht [74-75]. Im Tiermodell konnte mittels ge-

netisch verdnderter Mause eine unentbehrliche Rolle der HO-1 fiir die Schwangerschaft besté-
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tigt werden. Dabei unterscheidet man Tiere, die das Allel des HO-1 kodierenden Gens Hmox 1
zweifach besitzen, also dem normalen Wildtypen entsprechen (HmoxI™™), von solchen die
dieses nur einfach besitzen und somit heterozygot sind (Hmox/"") und Tiere, die es gar nicht
haben, so genannte knockout Mause (Hmox1 ). Dieses Modell fiir eine HO-1 Defizienz lsst
erkennen, dass der Mangel des Enzyms die Schwangerschaft maB3geblich beeinflusst. So wer-
den aus der Verpaarung von HmoxI heterozygoten Tieren nur 7,33 % anstatt der nach der
Mendel schen Regel erwarteten 25 % HO-1 knockout Tiere geboren. Dabei zeigen die Tiere
keine Unterschiede in der Anzahl der Implantationen im Vergleich zur reinen HmoxI™" Ver-
paarung. In diesem Mausmodel kommt es aber mit abnehmender HO-1 Expression und damit
auch Aktivitdt zum vermehrten Fetaltod im Verlauf der Schwangerschaft. Dieser erreicht 100
% in der reinen HmoxI"~ Verpaarung, aus der keine iiberlebensfihigen Nachkommen hervor
gehen [79]. Unsere Arbeitsgruppe konnte dariiber hinaus die Erkenntnisse iiber den Einfluss
der HO-1 Expression auf die Differenzierung und Entwicklung der Plazenta und damit den
Schwangerschaftsausgang weiter vervollstdndigen. Die Plazenta zeigt mit verminderter HO-1
Konzentration eine verdnderte Morphologie, sowie vermehrt fibrotische und himorrhagische
Zonen. Als ursichlich fiir diese pathologischen Verdnderungen ist der vermehrte Anfall freien
Hams zu sehen. Es induzierte in bestimmten Konzentrationen die gleichen Effekte in triachti-
gen HmoxI"" und HmoxI"" Tieren wie der reine HO-1 Mangel. Durch die dosierte Verabrei-
chung von CO konnten wir dagegen den HO-1 Mangel ausgleichen und die damit einherge-
henden Plazentaverdnderungen vermindern [79]. Ein weiteres, gut etabliertes Mausmodell ist
die CBA/J und DBA/2J Verpaarung, welches durch Aborte und intrauterine Wachstumsretar-
dierung gekennzeichnet ist. Auch hier liegt eine verminderte Expression der HO-1 im plazen-
taren Gewebe vor und auch hier konnten wir durch die Behandlung mit CO den protektiven
Effekt der HO-1 imitieren. Die dosierte Gabe von CO in einem bestimmten Zeitfenster der
frithen Schwangerschaft erhohte das Plazentagewicht und verminderte die Fehlgeburtenrate.
Diese Wirkung von CO ging mit einer reduzierten Konzentration zirkulierenden Héms und
einer Verschiebung des immunlogischen Gleichgewichtes zur anti-inflammatorischen Seite
einher [79-80]. Zusammenfassend erlangt die HO-1 fiir die Schwangerschaft somit in zweier-
lei Hinsicht eine besondere Bedeutung. Das Enzym schiitzt die Plazenta und den Fetus durch
den Abbau des toxischen Hiams und verwirklicht gleichzeitig durch das entstehende Abbau-

produkt CO den erfolgreichen Schwangerschaftsausgang.

2.3.3 HO-1 in Wechselwirkung mit dem Immunsystem
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Der regulierende Einfluss der HO-1 auf das Immunsystem wurde friith im Zusammenhang mit
der Transplantationsmedizin erkannt. Das Uberleben verschiedener Organtransplantate im
Tiermodell ist dabei von der Expression des Enzyms abhéngig [81-83]. Der hemmende Effekt
der HO-1 auf das Immunsystem und damit der Schutz vor einer AbstoBungsreaktion werden
durch CO vermittelt. Dieses hemmt bei dosierter Applikation lungentransplantierter Mause
die Expression pro-inflammatorischer Gene [84]. Weitere Erkenntnisse konnten am HO-1
defizienten Tiermodell gewonnen werden. HmoxI”~ Miuse leiden neben einer Animie und
Eiseniiberladung verschiedener Organe auch an einer chronischen systemischen Entziindung.
Diese ist durch vergroBBerte Lymphknoten, Splenomegalie und erhohte Immunzellzahlen im
Blutkreislauf gekennzeichnet [85]. Die Relevanz von HO-1 in Bezug auf eine adidquate Im-
munantwort zeigt sich aber vor allem im Falle einer Infektion. Eine durch LPS induzierte
Sepsis bewirkt bei HmoxI"™ Tieren eine erhdhte Mortalitit, einhergehend mit einer Leber und
Nierendysfunktion. Ein solches Ausmal einer LPS stimulierten Immunantwort ldsst sich bei
HmoxI"" und HmoxI™" Tieren nicht feststellen [86]. Die verstirkte Immunantwort Hmox1"
Tiere auf LPS war in den Studien von Kapturczak und Kollegen durch eine erhohte Thl Zy-
tokinproduktion in der Milz gekennzeichnet. Es zeigten sich dabei aber keine Unterschiede in
den Zellpopulationen von Makrophagen, B- oder T-Zellen [87]. Tracz und Mitarbeiter konn-
ten ebenfalls eine vermehrte, Endotoxin bedingte Produktion von Thl und Th2 Zytokinen,
sowie Chemokinen in HO-1 defizienten Mausen nachweisen. Diese war durch eine fehlende
Hemmung der LPS induzierten Signalkaskade auf Ebene des Transkriptionsfaktors NF-kB
bedingt [88]. Im Gegenzug zu diesen HO-1 defizienten Modellen kann die Induktion des En-
zyms vor einer unkontrolliert starken Immunantwort schiitzen. Die vermehrte Expression von
HO-1 in humanen und murinen Makrophagen bedingt eine verminderte Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-a aber auch des anti-inflammatorischen IL-10
[89]. Der gleiche immunmodulierende Effekt kann durch ein erhohtes CO Angebot vor der
LPS Behandlung bei Endothelzellen beobachtet werden. Die Kontrolle der Immunantwort
durch CO wurde in diesem Modell ebenfalls auf eine verminderte Aktivierung von NF-xB
zuriickgefiihrt [90]. Wie oben bereits erwéhnt, induziert LPS selbst die Expression der HO-1.
In der Mausleber ist diese Induktion auch von endogen Faktoren wie dem Zytokin TNF-a
beeinflusst [91]. HO-1 bzw. CO wiederrum hemmt die LPS induzierte Signalkaskade auf
mehreren Ebenen. So wird neben der Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB die Aktivie-
rung des LPS bindenden Rezeptors TLR4 an der Membran reguliert [92]. Durch dieses Sys-

tem der Induktion und Hemmung schlie3t sich ein Kreis, der eine addquate Immunantwort auf
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LPS bedingt und in  dessen  Mittelpunkt  HO-1 und CO stehen
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Einfluss von HO-1/CO auf die LPS induzierte Signalkaskade. LPS induziert die Expression
der HO-1. Diese bedingt durch ihre enzymatische Aktivitét eine vermehrte Produktion von CO. CO hemmt di-
rekt den TLR4 und greift regulierend in die LPS induzierte Signalkaskade ein. Es kommt somit zur verminderten
Produktion pro-inflammatorischer Molekiile und eine Kontrolle der Immunantwort auf LPS. MyD88 = myeloid
differentiation primary gene (88). Modifiziert nach Wang XM, Kim HP, Nakahira K, Ryter SW, Choi AM: The
heme oxygenase-1/carbon monoxide pathway suppresses TLR4 signaling by regulating the interaction of TLR4
with caveolin-1. J Immunol. 182. 3809-3818 (2009)
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2.4 Zielstellung

In der Schwangerschaft kommt den regulierenden Mechanismen des Immunsystems eine be-
sondere Bedeutung zu. So muss eine Infektion durch eine angemessene Immunreaktion be-
kampft werden, um die Mutter als auch den Feten zu schiitzen. Sie darf aber gleichzeitig nicht
zu stark ausfallen und so das Ungeborene gefidhrden. Das komplexe System der Hemmung
und Induktion pro- und anti-inflammatorischer Molekiile wihrend der Schwangerschaft, so-
wie der Einfluss exogener Pathogene ist nicht vollends verstanden. Eine mdgliche Schliissel-
rolle in der Regulation dieser Immunbalance konnte HO-1 einnehmen. Dieses Enzym, das die
Immunreaktion im Falle einer Sepsis nachweislich kontrolliert, kénnte auch in der Schwan-
gerschaft Mutter und Ungeborenes vor einer unkontrollierten Immunantwort schiitzen. LPS
imitiert fiir das Immunsystem eine bakterielle Fehlbesiedlung und wird in dieser Arbeit als
Modell fiir eine Infektion in der Schwangerschaft genutzt. Ziel der Arbeit ist es, den Einfluss
der HO-1 auf diese LPS bedingte Immunantwort zu untersuchen. Dazu wurden ein in vitro
Versuchskomplex mit menschlichen Trophoblastzellen entworfen. Weiterfithrende Versuche in
vivo wurden im Mausmodell mit mutationsbedingter HO-1 Defizenz durchgefiihrt. Folgende

Fragestellungen standen dabei im Fokus der Untersuchungen.

In vitro Versuchskomplex

1. Unterscheiden sich humane Trophoblasten aus spontanen Aborten und Schwanger-
schaftsabbriichen in ithrer HO-1 Expression?

2. Hat LPS einen Einfluss auf die HO-1 Synthese in humanen Trophoblasten?

3. Unterscheidet sich die Zytokinsezernierung humaner Trophoblasten von spontanen
Aborten und Abbriichen nach LPS Behandlung in Abhéngigkeit von ihrer HO-1 Pro-
duktion?

4. Wird das anti-apoptotische Molekiil Bag-1 durch die LPS Behandlung moduliert und

héngt diese mit der HO-1 Expression zusammen?

In vivo Versuchskomplex

1. Wird die Anzahl Dendritischer Zellen und T-Zellen systemisch und lokal wéhrend der
Schwangerschaft durch die HO-1 Expression oder die LPS Behandlung in der Maus

beeinflusst?
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2. Ist die Produktion von Zytokinen in der Milz trichtiger Mause von der HO-1 Expres-
sion abhingig und welchen Einfluss hat LPS darauf?

3. Ist die Zytokinproduktion an der fetal-maternalen Grenzfliche abhéngig von der HO-1
Expression und wird diese durch die LPS Behandlung modifiziert?

4. Wird die Bag-1 Expression in der Maus an der fetal-maternalen Grenzfldche von der

HO-1 Expression oder LPS beeinflusst?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Das Material und die Tiere zur Erstellung dieser Arbeit wurden durch das Institut der Experi-
mentellen Gyndkologie und Geburtshilfe bereitgestellt. Gewebe zur Gewinnung priméarer
Trophoblasten  erhielten  wir von der Landesfrauenklinkk in  Magdeburg

(Details siehe Anhang 11.1).

3.2 Methoden

3.2.1 Trophoblastzellisolierung aus Plazentagewebe

Primére Trophoblastzellen wurden aus plazentarem Gewebe der 6. bis 12. Schwangerschafts-
woche isoliert. Das Gewebe wurde von Frauen gespendet, die aus personlichen Griinden ei-
nen Abbruch vornehmen lieBen oder eine spontanen Fehlgeburt erlitten. Das Gewebe wurde
mittels einer Verdauldsung aufgespalten und die Trophoblastzellen durch anschlieBende Dich-

tezentrifugation separiert und in Kultur genommen (Details sieche Anhang 11.2.1).

3.2.2 Zytokeratinfirbung priméirer Trophoblastzellen

Primére Trophoblasten in Kultur wurden gegen Zytokeratin gefarbt, um sie von Fibroblasten,
die kein Zytokeratin exprimieren, abzugrenzen und die Reinheit der Kultur zu bestimmen.
Hierfiir wurde Zytokeratin als gesuchtes Antigen in den priméren Zellen mittels indirekter
Immunhistochemie nach Standardprotokoll visualiert (Details siehe Anhang 11.2.2). Die Far-
bung der Zellen wurde mit Hilfe des Mikroskops Axio Observer Al ausgewertet und die Do-
kumentation erfolgte mittels des Axio Vision Programmes. Die Auswertung der gefarbten

Zellen erfolgte mit Hilfe des Zahlokulars.

3.2.3 Stimulation primérer Trophoblastzellen mit LPS

Kultivierte Trophoblastzellen (3. - 6. Passage) wurden zur Stimulation mit LPS verwendet
und es wurden sieben Zeitspannen fiir die Dauer der LPS Inkubation festgelegt (0 h, 2 h, 4 h,
8 h, 12 h, 24 h, 48 h). Als Kontrolle dienten unbehandelte Trophoblastzellen. Alle Arbeits-
schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Zellen wurden aus der Kultur in Lésung
genommen. 10 pl der Zellsuspension wurden in eine Neubauerzdhlkammer iberfiihrt, die

Zellen ausgezéhlt und die Gesamtzellzahl mittels folgender Rechnung bestimmt.
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Zellzahl = Mittelwert der Zellzahl aus 4 Quadranten X Verdiinnungsfaktor X Volumen X 10*

Nach der Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 10 min bei RT wurde der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 1 ml M199 resuspendiert. Es wurden jeweils 250.000 Trophoblastzellen in
eine 6-Lochplatte ausplattiert und mit M199 auf 2 ml aufgefiillt und inkubiert. Nachdem die
Trophoblastzellen innerhalb von 48 h eine Konfluenz von 80 bis 90 % erreichten, wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Die Zellgruppen wurden mit
10 pg/ml LPS in 2 ml M199 behandelt, bzw. in den Kontrollgruppen mit 2 ml reinem M199.
Jeweils nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h und 48 h wurde der Uberstand in ein 2 ml Reakti-
onsgefal tiberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. Die adhdrenten
Trophoblastzellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen und anschlieBend mit 700 pl Tryp-
sin/EDTA fiir 3 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 1300 pl M199 gestoppt und
die nun gelosten Zellen konnten in ein 2 ml Reaktionsgefdl tiberfiihrt werden. Es folgte die
Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 10 min bei RT und nach Verwerfen des Uberstandes ein er-
neutes Waschen der Zellen mit 1 ml PBS. Das nach der Zentrifugation bei 1500 rpm fiir
10 min bei RT erhaltene Zellpellet wurde bis zur Proteinisolierung bei -80 °C gelagert.

3.2.3.1 Immundetektion spezifischer Proteine im Western Blot

Aus den primédren Trophoblastzellen wurden nach Standardprotokoll Proteine isoliert und
nach der Konzentrationsbestimmung mit Hilfe einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Durch
Western Blot erfolgte die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran und auf
dieser konnten mittels Immundetektion spezifische Proteine visualisiert werden (Details siehe
Anhang 11.2.3-11.2.5). Hierfiir wurden die gesuchten Proteine HO-1 bzw. Bag-1 durch die
indirekte Immunhistochemie dargestellt. Um eine relative Aussage, liber die Konzentration
des gesuchten Proteins treffen zu konnen, wurde zusitzlich auf der gleichen Membran das
Proteinprodukt eines Haushaltsgens (house keeping gene) mitbestimmt. Die Signale fiir die
gesuchten Proteine und das jeweilige Haushaltsgen wurden mittels der Chemilumineszenzap-
paratur und des GenSnap- Computerprogrammes aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte
anschlieBend durch das Programm GenTools, welches die Messung der Intensitét des Chemi-
lumineszenzsignals der einzelnen Proteinbanden ermdglicht. Die Angaben iiber die Protein-

konzentration der gesuchten Molekiile erfolgten relativ zur Konzentration des Haushaltsgens.

20



Kristina Kahlo Dissertation Material und Methoden

3.2.4 Aufkonzentration von Zellkulturiiberstinden

In Vorversuchen waren auf Grund einer zu starken Verdiinnung keine Zytokine in den reinen
Uberstinden der Trophoblasten nachweisbar. Aus diesem Grund wurden die Uberstiinde fiir
spatere Zytokinbestimmungen mittels Zellulosefilter durch Zentrifugation aufkonzentriert.
Hierzu wurden die Uberstinde auf Eis aufgetaut und die Filter mit jeweils 500 ul der Probe
bestiickt. Der Filter wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und die Probe bei 14000 rpm
fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Das im Reaktionsgefdll vorhandene Filtrat wurde verworfen.
Der Filter wurde umgedreht in das Reaktionsgefdall gesteckt und das Konzentrat durch eine
kurze Zentrifugation bei 3500 rpm fiir 2 min bei 4 °C in das Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Das
Gesamtvolumen einer Probe wurde somit von 2 ml auf 30 - 50 pul konzentriert. Die Konzent-

rate wurden bei -80 °C gelagert.
3.2.5 Verpaarung und Behandlung der Miuse

Es wurden weibliche BALB/c Méuse mit mutationsbedingter unterschiedlicher Expression
der HO-1 verwendet (Hmox]W, Hmox]+/', Hmoxl1 '/'). Das Hmox1-Gen kodiert das Protein-
produkt der HO-1 und durch eine Mutation dieses Genes wird die Expression des Enzymes
verhindert [93]. Die Méuse wurden im Alter von 8 Wochen bis 12 Wochen mit C57BL/6
Minnchen im Alter von 8 bis 36 Wochen verpaart (Abbildung 4). Die Weibchen wurden mor-
gens und abends auf einen Vaginalpfropf hin untersucht. Dieser ist kennzeichnend fiir Tag null
der Schwangerschaft. Den BALB/c Tieren wurde am siebten Tag der Schwangerschaft 0,1 pg
LPS in 200 pl PBS oder nur 200 pl PBS intraperitoneal injiziert. Die Herstellung der Losun-

gen erfolgte unter sterilen Bedingungen.
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7. Schwangerschaftstag
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der Mausverpaarung und LPS Behandlung.
3.2.6 Praparation und Probenaufarbeitung

Die Tiere wurden durch Genickbruch am 9. Schwangerschaftstag getotet. Nach Fixierung der
Maiuse und griindlicher Desinfektion des Fells mit Ethanol wurde die Bauchdecke vom unte-
ren Abdomen zum Thorax hin er6ftnet. Die Bauchhaut wurde seitlich fixiert und die inguina-
len Lymphknoten entnommen. Nach Er6ffnung der muskuldren Bauchwand konnten die ilia-
kalen Lymphknoten, sowie die Milz prépariert und entnommen werden. Der Uterus der Tiere
wurde pripariert und in PBS gewaschen. Nach fotografischer Dokumentation der Implantati-
on wurde der Uterus erdffnet und die Implantationen von der Dezidua ab prépariert. Die Pla-
zenten wurden von ihrem Embryo getrennt und in PBS gewaschen. Je nach weiterer Verarbei-
tung wurden die einzelnen Organe unterschiedlich behandelt. So wurde ein Stiick der Milz,
sowie zwei Plazenten in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt. Fiir
spitere RNA Analysen konnten die Organe so konserviert bei -80 °C gelagert werden. Ingui-
nale und iliakale Lymphknoten und die restliche Milz wurden fiir Lymphozytenisolierung mit
I ml sterilem RPMI in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll auf Eis gelagert. Uterus und Dezidua
wurde mit der Schere zerkleinert und in einem 50 ml Probengefdl zusammen mit 5 ml HBSS
bis zur Lymphozytenisolierung ebenfalls auf Eis gelagert. Die Lymphozytenisolierung erfolg-
te nach Standardprotokoll (Details sieche Anhang 11.2.6-11.2.7).
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3.2.6.1 Lymphozyten Bestimmung mittels Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurden aus den Mausorganen isolierte Lymphozyten gezahlt
und das Vorhandensein bestimmter Subpopulationen ermittelt. Die extrazellulare Farbung der
Lymphozyten aus Milz, Dezidua und Lymphknoten erfolgte nach Standardprotokoll unter
Verwendung spezifischer Antikorper gegen CD4, CDS, CD11c, MHCII (Details sieche Anhang
11.2.8). Die Auswertung der mit dem FACS-Calibur ermittelten Daten erfolgte mit dem Com-
puterprogramm CellQuest Pro. Hier wurde die gewiinschte Lymphozytenzellpopulation nach
threm Vorwirts- und Seitwértsstreulicht in einem FSC-SSC-Diagramm dargestellt und in wei-
teren Diagrammen nach ihren spezifischen Fluoreszenzsignalen aufgetrennt (Abbildung 5). In
den Milz- und Lymphknotenproben wurden jeweils 50.000 Zellen, in der Dezidua 10.000 Zel-

len pro Probenansatz gemessen.
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Abbildung 5: Grafische Auswertung der Durchflusszytometrie von Lymphozyten. A: FSC-SCC-Diagramm
mit begrenzter Lymphozytenpopulation (R7). B: Ungefarbte Kontrolle von Lymphozyten aus der Milz. C: Gegen
die Oberflaichenmolekiile CD8 und CD4 gefirbte Probe von Lymphozyten aus der Milz. Prozentangaben fiir
CD8+ Zellen im linken oberen Quadranten, CD4+ Zellen im rechten unteren Quadranten, CD8 und CD4 doppelt

positive Zellen im rechten oberen Quadranten.
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3.2.6.2 Zytokinbestimmung mittels Durchflusszytometrie

Die Zytokinbestimmung in den Zellkulturiiberstinden der priméren Trophoblastzellen erfolgte
mit Hilfe des Cytometric Bead Arrays. Dieses System ermoglicht die Messung mehrerer Zy-
tokine in einer Probe mittels Durchflusszytometrie. Spezifische Antikérper gegen die zu mes-
senden Zytokine sind an Trégerkiigelchen (capture beads, Firma BD) gebunden. Nach der
Bindung des Antigens an diesen Antikorper, wird ein zweiter freier Antikorper, der mit dem
fluoreszierenden Fluorochrom, Phycoerythrin (PE) gekoppelt ist, an das Antigen gebunden.
Der Komplex ergibt durch die Kiigelchengrofle ein spezifisches Signal fiir jedes Zytokin und
das Fluoreszenzsignal des zweiten Antikorpers ermoglicht eine Aussage iiber die Konzentrati-
on des Antigenes. Es wurde mit dem menschlichen Th1/Th2 Zytokin Kit gearbeitet, welches
IL-2, IL-4, IL-6, TNF-o und IFN-y nachweist und nach Protokoll des Herstellers gearbeitet
(Details sieche Anhang 11.2.9). Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte mit dem
FACS-Calibur. Die detektierten Tridgermolekiile wurden nach ihrem Vorwirts- und Seit-
wartstreulicht in einem FSC-SSC-Diagramm visualisiert und nach Tragergroe und Fluores-
zenzstirke aufgeteilt (Abbildung 6). In der anschlieBenden Auswertung mit dem Computer-
programm FCAP-Array wurden mit Hilfe der Standardreihe die Konzentrationen der

einzelnen Zytokine in den Proben iiber die Stirke des Fluoreszenzsignales errechnet.
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Abbildung 61: Darstellung der grafischen Auswertung der Zytokinbestimmung in Zelliiberstinden mittels
des Cytometric Bead Arrays®. A: Negative Kontrolle und B: Standard mit 80 pg/ml Zytokinen. Auftrennung
der Zytokinpopulation IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o und IFN-y (FL3-Height Achse) und der Fluoreszenzstérke
(FL2-Height Achse). BD Cytometric Bead Array (CBA) Human THI1/TH2 Cytokine Kit II; Instruction Manual
Catalog Nr.551809; Seite 28
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3.2.7 Real-Time PCR

Mittels Real-Time PCR wurde die Expression verschiedener Molekiile in der Milz und Plan-
zenta der Méduse bestimmt. Hierfiir wurde zuerst RNA aus dem Gewebe isoliert und mittels
eines Thermocycler in cDNA umgeschrieben (Details siche Anhangl1.2.10-11.2.11). Die
Real-Time PCR ist eine Sonderform der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-
reaction). Sie ermdglicht die Identifizierung und Quantifizierung kleinster DNA Mengen
durch deren Vervielfiltigung. Durch die Real-Time PCR wurden HO-1, IL-4, IL-10, TNF-a
und Bag-1 in der Mausplazenta und der Milz mittels des TagMan® quantifiziert. IL-6 wurde
mit SYBR®-Green gemessen (Details siche Anhang 11.2.12-11.2.13). Die Amplifikation,
Fluoreszenzmessung und Auswertung wurden mit Hilfe des IQ5 Real Time-PCR Systems und

des Programmes 1Q5 Software durchgefiihrt.

3.2.8 Statistik

Die statistischen Auswertungen, sowie die grafischen Darstellungen wurden mit Hilfe des
Computerprogramms GraphPad Prism 5.0 erstellt. Die an humanen Proben gewonnen para-
metrischen Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung aufgefiihrt. Sie wurden mit
dem Two-Way ANOVA fiir den Vergleich von mehr als zwei Gruppen bzw. mit dem Student’s
t-Test fiir den Vergleich von zwei Gruppen ausgewertet. Fiir die in vivo an Miusen erhobenen
Daten konnte auf Grund der geringen Gruppengrofle keine Normalverteilung angenommen
werden. Diese Ergebnisse sind als Mediane dargestellt und die Auswertung erfolgte zwischen
den Gruppen mit dem nicht-parametrischen Mann Whitney U-Test. Es wurde bei einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 von einem signifikanten Unterschied zwischen den

Gruppen ausgegangen.
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4 Ergebnisse

4.1 Invitro Versuchskomplex
4.1.1 Die Kultur primidrer humaner Trophoblastzellen erreichte einen hohen
Reinheitsgrad
Die Trophoblastzellen formieren die Plazenta und sind damit die Hauptakteure an der fetal-
maternalen Grenzflache. Sie stellen nicht nur die Versorgung des Ungeborenen mit Néhrstof-
fen sicher, sondern treten auch aktiv mit dem miitterlichen Gewebe in Kontakt [1]. Um den
Einfluss von LPS auf humane Trophoblasten in vitro zu untersuchen, wurden diese aus pla-
zentarem Gewebe von frithen Schwangerschaften isoliert und kultiviert. Trophoblastzellen
exprimieren Zytokeratin und unterscheiden sich dadurch von anderen Zellen der Plazenta. So
ist es moglich zwischen Trophoblasten und vor allem Fibroblasten zu differenzieren [94]. Die
von einem Schwangerschaftsabbruch stammenden Trophoblastzellen wurden in der 6. Passa-
ge flir Zytokeratin gefdrbt (Abbildung 7). Die Auszdhlung der gefarbten Zellen gegeniiber den
ungefirbten ergab eine Reinheit der Trophoblastzellkultur von 90,2% (Tabelle 1).

Abbildung 7: Primére Trophoblastzellen in Kultur sind Zytokeratin positiv. Reprisentative Darstellung
primérer Trophoblasten eines Schwangerschaftsabbruches im ersten Trimester (6.Passage) in einer Negativkont-

rolle (A) und gegen Zytokeratin gefirbt (B). Die Aufnahmen wurden in 200 facher Vergroferung angefertigt.

Tabelle 1: Primére Trophoblastzellen in Kultur haben einen sehr hohen Reinheitsgrad. Trophoblastzellen
aus plazentarem Gewebe eines Schwangerschaftsabbruches im ersten Trimester wurden gegen Zytokeratin ge-

farbt. Es konnte eine Reinheit der Zellen von 90,2 % festgestellt werden.

Summe Summe Zytokertin | Summe Zytokeratin
gezdhlter Zellen in positiver Zellen in negativer Zellen in
10 Quadranten 10 Quadranten 10 Quadranten
Schwangerschafts- o o
abbruch 440 398 (90,2 %) 42 (9,98 %)
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4.1.2 HO-1 ist in Trophoblastzellen spontaner Aborte geringer exprimiert als in
Schwangerschaftsabbriichen und wird durch LPS induziert

15 bis 25% aller diagnostizierten Schwangerschaften enden im spontanen Abort. Neben gene-
tischen Verdnderungen werden immunologische Fehlregulationen zu den Ursachen gezéhlt
[95]. LPS ist als Bestandteil gramnegativer Bakterien und als Imitator einer Infektion ein star-
ker Induktor einer inflammatorischen Immunantwort. Diese wird an der fetal-maternalen
Grenzflaiche von den Trophoblastzellen mit bestimmt [96]. So produzieren diese nach LPS
Exposition nicht nur vermehrt pro-inflammatorische, sondern auch zytoprotektive Molekiile
wie HO-1 [97]. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sowohl in der humanen als auch
murinen Schwangerschaft verminderte HO-1 Konzentrationen in der Plazenta mit einem pa-
thologischen Schwangerschaftsverlauf assoziiert sind [73,98]. Im Rahmen dieser Arbeit wur-
de der Effekt von LPS auf die HO-1 Proteinkonzentration in der Schwangerschaft in vitro
untersucht. Hierfiir wurden kultivierte humane Trophoblasten aus Plazenten spontaner Aborte,
somit pathologischer Schwangerschaften und aus Plazenten legaler Abbriiche, also zu diesem
Zeitpunkt normaler Schwangerschaften, auf ihre HO-1 Konzentration untersucht

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Primiire Trophoblastzellen von Aborten exprimieren weniger HO-1 als Zellen von Schwan-
gerschaftsabbriichen. Es wurden die Banden von HO-1 (32 kDa) und GAPDH (37 kDa) aus Proteinextrakten
von primdren Trophoblasten von Schwangerschaftsabbriichen (A) und spontanen Aborten (B) mittels Western
Blot detektiert. Die Trophoblasten wurden zuvor fiir verschieden Zeitrdume (0 h, 2 h, 4 h, 12 h, 24 h, 48 h) mit
LPS stimuliert. Fiir jeden Zeitraum wurde zusitzlich eine Negativkontrolle (K) ohne LPS-Behandlung mitge-

fiihrt.

Trophoblastzellen von Abort-Plazenten zeigten zu allen Zeitpunkten eine verminderte HO-1
Expression im Vergleich zu Trophoblastzellen normaler Schwangerschaften. Die LPS Be-

handlung bewirkte in beiden Gruppen einen zeitabhingigen Anstieg der HO-1 Expression, die
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bei 12 h ein Maximum erreichte und dann wieder abnahm. In Trophoblastzellen pathologi-
scher Schwangerschaften konnte dabei eine verminderte Féhigkeit zur HO-1 Hochregulation
im Vergleich zu den Zellen von normalen Schwangerschaften nachgewiesen werden
(Abbildung 9). Trotz deutlicher Tendenzen konnten zu keinem Zeitpunkt signifikante Unter-

schiede festgestellt werden.
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Abbildung 9: Die HO-1 Proteinkonzentration ist in Trophoblastzellen von spontanen Aborten niedriger
und zeigt einen geringeren Anstieg nach LPS Stimulation im Vergleich zu Trophoblastzellen von Abbrii-
chen. Mittels Western Blot wurden die Proteinextrakte priméarer Trophoblastzellen aus Schwangerschaftsabbrii-
chen (n = 8) und spontanen Aborten (n = 7) auf HO-1 untersucht. Die Zellen wurden zuvor fiir unterschiedliche
Zeitraume (0 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h) mit LPS stimuliert bzw. als Negativkontrolle belassen. Die relative
Expression von HO-1 ist im Verhéltnis zu der des Haushaltsgenes GAPDH dargestellt. Alle Daten sind als Mit-
telwerte mit Standardabweichung veranschaulicht. Der Vergleich der Gruppen beziiglich der Behandlung und der

Zeit wurde mit dem Two-Way ANOVA Test durchgefiihrt. Es konnten keine Signifikanzen erhoben werden.

4.1.3 Die LPS Stimulation bewirkt einen Anstieg der Konzentration pro-
inflammatorischer Zytokine im Uberstand primérer Trophoblasten
Die Balance pro- und anti-inflammatorischer Zytokine spielt in der Schwangerschaft syste-
misch, als auch an der fetal-maternalen Grenzregion eine grof3e Rolle. So zeigen Frauen mit
wiederholten Fehlgeburten wdhrend der Schwangerschaft erhohte Serumlevel an pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a und IFN-y [99]. Blutzellen nicht-schwangerer
Frauen mit habitueller Abortneigung produzieren nach LPS Stimulation ebenfalls vermehrt
diese pro-inflammatorischen Immunmodulatoren [100]. LPS induziert die Produktion von

TNF-a und IFN-y durch Trophoblastzellen und verschiebt die Immunbalance zu einem ent-
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ziindlichen, die Schwangerschaft gefidhrdenden Milieu [52]. Im Gegenzug schiitzen anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-10 die Schwangerschaft vor der LPS induzierten Immun-
antwort [101]. HO-1 hat auf die Produktion dieser Molekiile Einfluss und bestimmt somit das
Ausmal der Immunreaktion auf LPS im Sepsismodel [102]. In diesem Abschnitt der Arbeit
wurde die LPS induzierte Zytokinproduktion durch Trophoblastzellen von pathologischen und
normalen Schwangerschaften ermittelt, um so Aussagen iiber einen Einfluss von HO-1 auf die
Immunantwort treffen zu konnen. Die Uberstinde der kultivierten und mit LPS stimulierten
Trophoblastzellen wurden hierfiir auf die pro-inflammatorischen Zytokine IL-2, IL-6, TNF-a
und IFN-y, als auch auf die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-4 hin untersucht.
Die Uberstiinde zeigten in beiden Gruppen signifikant hdhere Konzentration an IL-6 und
TNF-o nach LPS Behandlung im Vergleich zu den Kontrollen. Der Anstieg der Konzentration
dieser inflammatorischen Molekiile verlief dabei zeitabhéngig, mit einem Maximum bei 4 bis
12 h, gefolgt von einem langsamen Abfall bis 48 h (Abbildung 10). Es zeigten sich keine Un-
terschiede zwischen den Uberstinden von Trophoblastzellen von spontanen Aborten oder
normalen Schwangerschaften. Verdnderungen in den Konzentrationen von IL-2, IL-4, IL-10
oder IFN-y konnten nicht festgestellt werden. Des Weiteren war die LPS Stimulation in bei-
den Gruppen nicht in der Lage, die Level dieser Molekiile im Vergleich zur Negativkontrolle

signifikant zu verdandern (Daten siehe Anhang 11.3 Tabelle 6).
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Abbildung 10: LPS erhéht die Konzentration pro-inflammatorischer Zytokine in den Uberstiinden primi-
rer Trophoblastzellkulturen. Humane Trophoblasten in Kultur wurden fiir unterschiedliche Zeitrdume (0 h, 2 h,
4, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h) mit LPS stimuliert und die Uberstinde auf den Gehalt von Zytokinen untersucht. Dar-
gestellt sind die Konzentrationen von TNF-a und IL-6 in den Uberstinden von Trophobastzellen aus Gewebe
von Abbriichen (A, C; n = 8) und spontanen Aborten (B, D; n = 7). LPS war in der Lage die Konzentrationen
beider Zytokine zeitabhingig zu erhohen. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung abgebildet.

Der Vergleich der Gruppen beziiglich Behandlung und Zeit wurde mit dem Two-Way ANOVA Test durchgefiihrt.
*=p<0,05; ¥** =p<0,01; *¥**=p<0,001

4.1.4 Bag-1 istin Trophoblasten spontaner Aborte geringer exprimiert als in
Schwangerschaftsabbriichen

LPS ist iiber die vermehrte Produktion von Zytokinen, insbesondere von TNF-a und IFN-y, in
der Lage die Apoptose von Trophoblasten zu bewirken [52]. Zellprotektive Molekiile, wie
Bag-1 verhindern die Apoptose und fordern die Zellproliferation [103]. Wie bereits erwdhnt
konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass eine Induktion der HO-1 in der Schwangerschaft
auch mit einer stdrkeren Expression von Bag-1 einhergeht [74]. Im Folgenden wurde geklért,
wie sich die Konzentration von Bag-1 im Vergleich von pathologischen und normalen

Schwangerschaften verhilt. Vor dem Wissen, dass LPS Einfluss auf die Expression von HO-1
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nimmt, wurde weiterhin auch ein Einfluss auf die Bag-1 Konzentration untersucht. Hierfiir

wurden die Proteinextrakte von priméren Trophoblasten auf ihre Bag-1 Konzentration gepriift
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Primire Trophoblastzellen von Aborten exprimieren weniger Bag-1 als Trophoblastzellen
von Schwangerschaftsabbriichen. Es wurden die Banden von Bag-1 (36 kDa) und p-Aktin (43 kDa) aus Pro-
teinextrakten von priméren Trophoblasten von Schwangerschaftsabbriichen (A) und spontanen Aborten (B) mit-
tels Western Blot detektiert. Die Trophoblasten wurden zuvor fiir verschieden Zeitraume (0 h, 2 h, 4 h, 12 h, 24
h,

48 h) mit LPS behandelt. In jedem Zeitraum wurde zusétzlich eine Negativkontrolle (K) ohne LPS Behandlung
mitgefiihrt.

In Trophoblastzellen von spontanen Aborten konnte nach 12 h bis 48 h signifikant weniger
Bag-1 nachgewiesen werden als in Trophoblastzellen normaler Schwangerschaften. Die LPS
Behandlung hatte in keiner der beiden Gruppen einen Einfluss auf die Bag-1 Proteinkonzent-

ration (Tabelle 2; Abbildung 12).
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Tabelle 2: Bag-1 zeigt geringere Konzentration in Trophoblastzellen von Aborten im Vergleich zu
Schwangerschaftsabbriichen. Mittels Western Blot wurde das Bag-1/B-Aktin Proteinverhéltnis in Proteinex-
trakten aus Trophoblasten von Aborten und Abbriichen bestimmt. Die Zellen wurden zuvor in Kultur fiir unter-
schiedliche Zeitraume (0 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h) mit oder ohne LPS behandelt. Die Daten sind als Mit-
telwerte mit Standardabweichung dargestellt. Der paarweise Vergleich der Gruppen wurde mittels des Student’s

t-Test durchgefiihrt. * = p < 0,05

Bag-1/B-Aktin Proteinverhélntis
Zeit | Abbruch Kontrolle Abbruch LPS Abort Kontrolle Abort LPS
(h) (n=7) (n=7) (n=6) (n=6)
0 0,13 +0,14 0,14 +0,17 0,04 +0,04 0,04 +0,04
2 0,15 +0,1 0,11 +0,09 0,06 +0,1 0,05 +£0,04
4 0,15+0,13 0,14 +0,14 0,05 £0,07 0,05 +0,03
8 0,16 £0,15 0,14 +0,12 0,07 £0,08 0,05 +£0,04
12 0,14 £0,07 0,13 +0,08 o ae e | o007
0,07 £0,09 0,07+0,08

24 O: 15 :I:O’ 1 O> 15 :toy 1 *zu Abbruch Kontrolle *zu Abbruch LPS
48 0,17 +0,14 0,11 0,06 oo O e | 03 x0.05
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Abbildung 12: Repriisentative Darstellung der erniedrigten Bag-1 Konzentration in Trophoblastzellen von
Aborten im Vergleich zu Schwangerschaftsabbriichen nach 24 h Kulturzeit. Mittels Western Blot wurden
die Proteinextrakte von Trophoblasten aus spontanen Aborten (n = 6) und Abbriichen (n = 7) auf Bag-1 unter-
sucht. Die Zellen wurden zuvor fiir eine Zeitdauer von 24 h mit LPS stimuliert. Die relative Proteinkonzentration
von Bag-1 ist als Verhéltnis zum Haushaltsgen -Aktin veranschaulicht. Alle Daten sind als Mittelwert mit Stan-
dardabweichung dargestellt. Der paarweiseVergleich der Gruppen wurde mit dem Student’s #-Test durchgefiihrt.
*=p<0,05

32



Kristina Kahlo Dissertation Ergebnisse

4.2 Invivo Versuchskomplex

Die in vitro am humanen Versuchsmodell gewonnen Erkenntnisse wurden im Folgenden in
einem in vivo Mausmodell nachvollzogen und erweitert. Hierfiir wurde eine allogene Maus-
verpaarung von C57BL/6 Miannchen und BALB/c Weibchen mit unterschiedlichem miitterli-
chen Genotyp fiir das HO-1 Gen (HmoxI"", HmoxI1"", HmoxI1"") ausgewihlt. Der Vorteil der
allogenen Verpaarung ist, dass die Tiere unterschiedliche Genome aufweisen, die im Fetus
neu kombiniert werden. Dieses Modell entspricht somit dem natiirlichen Reproduktionspro-
zess und kann besser auf den Menschen iibertragen werden, als eine syngene Reproduktion.
Den Tieren wurde am 7. Schwangerschaftstag 0,1 pg LPS in 200 pl PBS bzw. als Kontrolle
reines PBS intraperitoneal injiziert. Sowohl die Dosierung von LPS als auch das Applikati-
onsschema wurden von uns anhand aktueller Literatur erarbeitet und etabliert. Die Totung,

Priparation und Organentnahme erfolgte am 9. Schwangerschaftstag.

4.2.1 Untersuchung des Einflusses der HO-1 Genexpression und LPS Behandlung auf
das Verhiltnis von Immunzellen in unterschiedlichen Mausorganen

LPS bedingt iiber die Aktivierung von Immunzellen des angeborenen Immunsystems, aber
auch anderer nicht immunologischer Zellen die Produktion von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen. Diese bewirken die Migration und Proliferation weiterer Im-
munzellen sowohl des angeborenen, als auch des adaptiven Immunsystems und somit die
Qualitit der Immunantwort [40]. In diesem Teil der Arbeit wurde in vivo untersucht, ob das
Vorhandensein der HO-1 einen Einfluss auf die Verhéltnisse einzelner Immunzellpopulationen
systemisch und lokal hat. Hierzu wurden die totalen Zellzahlen Dendritischer Zellen
(CD11c¢” MHCII), zytotoxischer T-Zellen (CD8") und T-Helfer Zellen (CD4") in der Milz, in

lokalen Lymphknoten und in der Dezidua trachtiger Mause untersucht.

4.2.1.1 HO-1 defiziente Miuse haben erhéhte CD4" und CD8" Zellzahlen in der Milz

Schwangere HmoxI”~ Miuse, die kein HO-1 exprimieren, zeigten in der Milz eine erhdhte
Anzahl an CD4" und CD8" Zellen im Vergleich zu HmoxI"" und HmoxI"" Tieren. Unter-
schiede fiir CD11c¢” MHCII" Zellen konnten nicht gefunden werden. Die LPS Injektion hatte
keinen Einfluss auf die totalen Zellzahlen (Abbildung 13).
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Abbildung 13:Trichtige HmoxI™" Miuse zeigen erhohte CD4" und CD8" Zellzahlen in der Milz. Die An-
zahlen CD4" (A), CD8" (B) und CD11¢" MHCII" Zellen (C) wurden mittels Durchflusszytometrie in der Milz
von HmoxI"", HmoxI'", HmoxI1”™ Miusen am 9. Schwangerschaftstag bestimmt. Die Tiere erhielten am 7.
Schwangerschaftstag einel LPS oder PBS Injektion i.p.. HO-1 defiziente Tiere zeigten eine erhohte Anzahl an
CD4" und CDS8" Zellen. Unterschiede fiir CD11¢” MHCII"™ Zellen und LPS gegen PBS Behandlung konnten
nicht gefunden werden. Jedes Symbol entspricht den Daten eines Tieres und die Zellzahlen sind als Mediane

dargestellt. Die Gruppen wurden paarweise mit Hilfe des Mann Whitney U-Testes verglichen. * = p < 0,05

4.2.1.2 HO-1 Expressionsunterschiede und LPS Stimulation haben keinen Einfluss auf

die CD4" CDS8" oder CD11¢" MHCII" Zellzahl in lokalen Lymphknoten
In den inguinalen und iliakalen Lymphknoten schwangererer Miuse mit unterschiedlichem
Genotyp fiir das HmoxI Gen (HmoxI . HmoxI"", HmoxI" ’) konnte abhéngig von der LPS
Injektion keine Unterschiede in der Anzahl an CD4"> CD8" oder CD11¢” MHCII" Zellen ge-
funden werden (Tabelle 3).
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Tabelle 3: HO-1 Expressionsunterschiede und LPS Stimulation haben keinen Einfluss auf die Anzahl der
CD4", CD8" und CD11c¢" MHCII" Zellen in inguinalen und iliakalen Lymphknoten. Die Anzahlen an CD4",

CD8", CD11c" MHCII" Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie in inguinalen und iliakalen Lymphknoten von

HmoxI"", HmoxI"", HmoxI"™ Miusen am 9. Schwangerschaftstag bestimmt. Die Tiere erhielten zuvor eine LPS

oder PBS Injektion am 7. Schwangerschaftstag. Die Zellzahlen sind als Mediane [Minimum/Maximum] darges-

tellt. Die Gruppen wurden paarweise mit Hilfe des Mann Whitney U-Testes verglichen. Signifikante Unterschie-

de konnten nicht ermittelt werden. Lk = Lymphknoten

inkgumale HmoxI™ HmoxI"" HmoxI”"
PBS LPS PBS LPS PBS LPS

(n=4) (n=15) (n=15) (n=6) (n=23) (n=2)
cpa* 47,67 46,67 41,33 38,66 47,78 28,4
Zellen (%) [3,7/51,87] | [29,97/51,89] | [0,63/53,64] | [0,18/50,87] | [36,13/55,87] | [21,48/35,32]
CDg]* 19,99 17 22,74 2223 27,68 13,42
Zellen (%) [11,29/22,55] | [14,76/24,43] | [17,15/27,31] | [6,81/29,62] | [20,58/30,97] | [13,32/13,52]
CDl11c’ 2,72 0,97 0,7 1,04 1,68 2,41
MHCIT [0,84/4,53] [0,28/7,54] [0,1/1,67] [0,07/4,13] | [1,29/5,47] [1,52/3,29]
Zellen (%)
Elkakale HmoxI™"" HmoxI™" HmoxI”"

PBS LPS PBS LPS PBS LPS

(n=4) (n=5) (n=5) (n=16) (n=3) (n=2)
CD4* 35,1 34,45 39,77 33,01 41,36 29,21
Zellen (%) [7,02/36,42] | [30,56/44,55] | [22,74/46,59] | [1,3/4538] | [27.89/43,7] | [21,59/36,83]
CDg* 13,26 17,62 18,38 15,97 26,02 15,44
Zellen (%) [6,42/22,79] | [10,39/21,91] | [15,63/26,35] [0/26,19] [14,87/27,24] | [13,78/17,09]
CDI1c" 3,34 5,04 0,64 0,99 1,15 1,775
MHCIT" [1,35/19,36] [0,56/5,04] [0,08/3,69] [0,08/1,31] | [0,62/14,22] [1,4/2,15]
Zellen (%)

4.2.1.3 HO-1 Expressionsunterschiede und LPS Stimulation haben keinen Einfluss auf
die CD4" CD8" oder CD11¢" MHCII" Zellzahl in der Dezidua

Die schwangeren Mause zeigten abhingig vom Genotyp fiir Hmox1 (Hmox1+/+, Hmox1"",

Hmox1"") keine Unterschiede in der Zellzahl von CD4" CD8" oder CD11¢* MHCII" Zellen in

der Dezidua. Die Behandlung mit LPS hatte keinen Einfluss auf die Zellzahlen der Dendriti-
schen oder T-Zellen (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Weder HO-1 Expressionsunterschiede noch die LPS Stimulation haben Einfluss auf die Anzahl
der CD4" CD8" und CD11¢" MHCII" Zellen in der Dezidua. Die Anzahl an CD4", CD8", CD11c” MHCII®
Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie in der Dezidua von HmoxI™, HmoxI"", HmoxI"" Miusen am
9. Schwangerschaftstag bestimmt. Die Tiere erhielten zuvor eine LPS oder PBS Injektion am 7. Schwanger-
schaftstag. Die Zellzahlen sind als Mediane [Minimum/Maximum] dargestellt. Die Gruppen wurden paarweise

mit Hilfe des Mann Whitney U-Testes verglichen. Signifikante Unterschiede konnten nicht gefunden werden.

Dezidua HmoxI HmoxI"" HmoxI"

PBS LPS PBS LPS PBS LPS

(n=4) (n=5) (n=5) (n=16) (n=3) (n=2)
cD4* 8,49 5,49 3,93 8,87 7,55 10,86

1 19/14,54 1 4/1
Zellen (%) [2,9/13,02] [1,96/11,42] | [0,58/8,91] | [6,19/14,54] [1,79/9,53] | [3,04/18,68]
D8’ 6,15 6,43 2,22 2,64 5,09 11,57
2/16,72 1,91/12 11,31/11

Zellen (%) [2,45/7,63] [0,43/9,25] [0,58/7,56] | [0,72/16,72] | [1,91/12,98] | [11,31/11,83]
CDI1c" 7,5 8,41 424 7,36 8,62 8,14
MHCIIT" [5,44/11,84] [4,2/22,36] [0,2/10,06] | [2,69/13,32] [4,01/373] | [6,25/10,03]
Zellen (%)

4.2.2 Die Konzentrationen pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in der Milz sind
abhingig von der HO-1 Expression

In der Milz konnte eine Abhéngigkeit der Anzahl zytotoxischer T-Zellen und T-Helfer Zellen
von der HO-1 Expression festgestellt werden. T-Zellen sind wichtige Produzenten von Zyto-
kinen und beeinflussen iliber diese den Charakter der Immunantwort. Im folgenden Experi-
ment wurde untersucht, ob sich die HO-1 Expression neben den Einfluss auf die T-
Zellpopulation auch auf die Produktion von Zytokinen in der Milz auswirkt. Des Weiteren
wurde iiberpriift, ob die LPS Stimulation im verwendeten Mausmodell in der Lage war, eine
Immunreaktion auszuldsen und die Zytokinexpression zu verdndern. Die Ergebnisse zeigten
eine erhohte Expression sowohl fiir pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine in der Milz
HO-1 defizienter Tiere. Fiir IL-6, IL-10 und TNF-a wurden dabei signifikante Unterschiede
zwischen HmoxI"" und HmoxI™" Tieren ermittelt. Die LPS Stimulation zeigte in keiner Grup-
pe einen Einfluss auf die TNF-a oder IL-6 Produktion. Tiere, die nicht in der Lage sind HO-1
zu produzieren, scheinen dagegen auf LPS mit einer verminderten Expression des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 zu reagieren. Im Zeitverlauf dieser Arbeit konnte auf
Grund der geringen Geburtenrate von HmoxI™"™ Tieren keine ausreichende Gruppenstirke in
der LPS injizierten HmoxI”~ Gruppe erreicht werden, die eine statistische Auswertung erlaubt

hiitte [85] (Abbildung 14).
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Abbildung 142: Die Expression von IL-6, IL-10 und TNF-a ist in der Milz HO-1 defizienter Tiere erhoht.
Die Milz von HmoxI™", HmoxI"" und Hmox1”~ Mausen wurden am 9.Schwangerschaftstag auf die Expression
von IL-6, IL-10 und TNF-a untersucht. Die Tiere erhielten am 7. Schwangerschaftstag eine LPS oder PBS Injek-
tion i.p. Die IL-6 (A) und die TNF-a (B) Expression sind in der Milz von HO-1defizienten Tieren signifikant
héher als in HmoxI™". Die LPS Stimulation konnte in keiner Gruppe eine Veréinderung der Zytokin Expression
bewirken. (C) Die IL-10 Expression war in HmoxI™" Tieren signifikant hoher als in HmoxI Heterozygoten. Da-
gegen war nach LPS Injektion die Produktion von IL-10 in der Milz dieser knockout Tiere beeintrichtigt. Die
Daten eines einzelnen Tieres entsprechen einem Symbol und sind als relative Expression wiedergegeben. In
jeder Gruppe ist der Median dargestellt. Der paarweise Vergleich der einzelnen Gruppen wurde mittels des

Mann-Whitney U-Testes durchgefiihrt. * = p < 0,05

4.2.3 Die HO-1 Expression an der fetal-maternalen Grenzregion allogen verpaarter
Miuse wird durch LPS Stimulation induziert

Das Ungeborene und damit auch die Plazenta erhélt sein Genom zu gleichen Teilen von bei-
den Eltern. In der gewéhlten allogenen Mausverpaarung unterscheidet sich die Féahigkeit der
plazentaren Zellen zur HO-1 Produktion vom Gewebe der Mutter abhédngig von deren Geno-
typ fiir das Hmox1 Gen. So konnen Trophoblasten in Hmox! " Tieren im Gegensatz zum ma-
ternalen Organismus HO-1 exprimieren. Um eine genaue Erkenntnis iiber die Féhigkeit der
Trophoblasten zur HO-1 Produktion zu erlangen, wurden die Plazenten der einzelnen Verpaa-

rungskombinationen auf die Expression dieses Enzymes hin untersucht. Es konnte gezeigt
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werden, dass die HO-1 Expression in der Plazenta vom HmoxI Genotyp des Muttertieres ab-
hiangig ist. Plazenten von HmoxI""" Tieren zeigten eine erhdhte (p = 0,0571) und von
HmoxI"" Tieren eine signifikant hohere HO-1 Expression als Plazenten von HO-1 defizienten
Maiusen. Dabei verlieren die plazentaren Zellen aber nicht vollkommen die Fahigkeit zur
HO-1 Expression und geringe RNA Mengen der HO-1 konnten auch in Plazenten von
Hmox1"" Tieren gefunden werden, was durch den viterlichen Genotyp (Hmox1"") zu erkliren
ist. Das gewéhlte Modell ermdglicht somit die Rekonstruktion eines HO-1 Mangels an der
fetal-maternalen Grenze, ohne lokal ein vollkommenes Fehlen des Enzymes zu bewirken. Die
LPS Stimulation induzierte in allen Gruppen einen Anstieg der HO-1 Expression, wobei aber
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden konnten. Dieser Anstieg bestitigt die
Ergebnisse des in vitro Versuchskomplexes und konnte eine mogliche Schutzfunktion der pla-

zentaren Zellen gegen den LPS Schaden darstellen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die HO-1 Expression in der Plazenta wird durch LPS induziert. Plazenten von Hmox!
Hmox1"" und HmoxI"~ Weibchen wurden nach allogener Verpaarung mittels Real-Time PCR auf ihren realtiven
RNA Gehalt fiir HO-1 untersucht. Die HO-1 Expression ist in Plazenten von HmoxI"" Miittern signifikant hoher
als in HO-1 defizienten Tieren. Die LPS Stimulation bewirkt in allen Gruppen eine vermehrte HO-1 Expression,
aber keine signifikanten Verdnderungen. Die Daten eines einzelnen Tieres entsprechen einem Symbol und sind
als relative Expression wiedergegeben. In jeder Gruppe ist der Median dargestellt. Der paarweise Vergleich der
einzelnen Gruppen gegeneinander wurde mittels des Mann-Whitney U-Testes durchgefiihrt.

*=p<0,05
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4.2.4 Die Expression von TNF-a nimmt mit abnehmenden HO-1 Gehalt in der
Plazenta zu

Im humanen Versuchskomplex konnte gezeigt werden, dass Trophoblasten aus pathologischen
und normalen Schwangerschaften gleichermaflen auf LPS mit einer vermehrten TNF-a und
IL-6 Produktion reagieren und somit eine Immunantwort generieren. Aus verschiedenen Stu-
dien zu septischen Krankheitsmodellen ist bekannt, dass LPS in HO-1 defizienten Tieren eine
pathologisch verstiarkte Immunreaktionen auslost [86]. In dieser Arbeit konnte bereits abhin-
gig von der HO-1 Defizienz eine erhohte Anzahl von T-Zellen und eine vermehrte Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine in der Milz nachgewiesen werden. Die LPS Stimulation zeig-
te dagegen nur einen FEinfluss auf das anti-inflammatorische Zytokin IL-10, welches in
HmoxI"" Tieren vermindert war. Der folgende Versuch hatte das Ziel, den Einfluss der HO-1
auf die Produktion von Zytokinen an der fetal-maternalen Grenze in vivo und unter dem Ein-
fluss von LPS zu untersuchen. Hierfiir wurden die relativen Expressionen der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und anti-inflammatorischen Zytokine IL-4 und
IL-10 in den Plazenten allogen verpaarter Mduse mit unterschiedlichem Genotyp fiir das
Hmox1 Gen bestimmt. Hier zeigte sich abhingig von der verminderten HO-1 Expression eine
ansteigende Konzentration von TNF-a im plazentaren Gewebe. Plazenten von HmoxI™ Mut-
tertieren hatten signifikant niedrigere und von HmoxI"" Muttertieren deutlich verminderte
(p=0,571) TNF-a Expressionen als Plazenten von Hmox1 " Tieren. IL-6 wurde ebenfalls in der
Mausplazenta exprimiert, zeigte aber keine Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen.
Sowohl die TNF-a als auch die IL-6 Konzentration im plazentaren Gewebe blieben von der
LPS Stimulation unbeeinflusst (Abbildung 16). IL-10 und IL-4 konnten auf Grund einer zu

geringen Expression in der Plazenta in keiner der Gruppen nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 16: Eine verminderte HO-1 Konzentration bedingt eine erhohte TNF-a Expression an der
fetal-maternalen Grenzfliche. Plazenten von HmoxI™", HmoxI™ und Hmoxl” Weibchen wurden am
9. Schwangerschaftstag mittels Real-Time PCR auf ihre relative Expression von TNF-a und IL-6 untersucht. Die
Tiere erhielten am 7. Schwangerschaftstag eine LPS oder PBS i.p. Injektion. (A) Die TNF-o Expression ist in
Plazenten von HmoxI"" Tieren signifikant hoher als in HO-1 defizienten. Die LPS Stimulation konnte in keiner
Gruppe eine Verdnderung der Zytokinexpression bewirken. (B) Fiir IL-6 konnten weder zwischen den Gruppen
noch nach LPS Behandlung signifikante Unterschiede festgestellt werden. Die Daten geben die relative Expres-
sion wieder und sind als Mediane mit Quartilen dargestellt. Der paarweise Vergleich der einzelnen Gruppen

wurde mittels des Mann-Whitney U-Testes durchgefiihrt. * = p < 0,05

4.2.5 Der HO-1 Mangel bedingt eine verminderte Bag-1 Expression nach LPS
Stimulation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine verminderte Expression der HO-1 mit einer
verminderten Expression des anti-apoptotischen Molekiils Bag-1 in humanen Trophoblasten
einhergeht. In diesem in vitro Modell konnte kein Einfluss von LPS auf die Bag-1 Expression
nachgewiesen werden. Im Folgenden wurde die Expression von Bag-1 in der Plazenta von
Maéusen mit unterschiedlicher Expression der HO-1 untersucht. Es zeigte sich kein signifikan-
ter Unterschied des Molekiils in den Plazenten von HmoxI"" und HmoxI"" Miusen. Im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen der humanen Zellen konnte jedoch in vivo mit der LPS Stimulati-
on ein Einfluss auf Bag-1 genommen werden. So zeigten die Plazenten von HmoxI"" Tieren
eine signifikant verminderte Bag-1 Produktion nach LPS Behandlung. Plazenten von
HmoxI"" Tiere wiesen dagegen nur eine geringfiigig verringerte Bag-1 Expression nach LPS
auf, die keine Signifikanten Unterschiede zur PBS behandelten Gruppe erreichte (Abbildung
17). Auf Grund der geringen Gruppengrofle sind Aussagen iiber den Einfluss von LPS auf
dieses Molekiil in HmoxI”~ Mausen nicht moglich (Daten siche Anhang 11.4 Tabelle 7).
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Abbildung 17: LPS vermindert die Expression von Bag-1 in der Plazenta HmoxI"" Miuse. Plazenten von
HmoxI1"" und HmoxI"" Weibchen wurden am 9. Schwangerschaftstag mittels Real-Time PCR auf ihre relative
Expression von Bag-1 untersucht. Die Tiere erhielten am 7. Schwangerschaftstag eine LPS oder PBS i.p. Injekti-
on. Die LPS Stimulation bewirkte in Hmox!"~ Miusen eine signifikante Senkung der Bag-1 Expression. Die
Daten eines einzelnen Tieres entsprechen einem Symbol und sind als relative Expression wiedergegeben. In
jeder Gruppe ist der Median dargestellt. Der paarweise Vergleich der einzelnen Gruppen gegeneinander wurde

mittels des Mann-Whitney U-Testes durchgefiihrt. ** = p < 0,01
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5 Diskussion

Das Immunsystem nimmt wéhrend der Schwangerschaft eine besondere Rolle ein. Es toleriert
das Ungeborene, obwohl dieses auf Grund seiner véterlichen Genomanteile fiir den miitterli-
chen Organismus fremde Antigene préasentiert. Gleichzeitig erfiillt es aber auch seine Funkti-
on in der Abwehr pathogener Mikroorganismen. Die Schwangerschaft ist also nicht durch ein
inaktives oder supprimiertes Immunsystem gekennzeichnet, sondern wird vielmehr durch eine
immunologische Balance ermdglicht. Die Mechanismen, die dieses Gleichgewicht zwischen
der Akzeptanz des Ungeborenen und der Abwehr von Infektionen bewirken und regulieren
sind weitestgehend unverstanden. Die Konsequenz ist, dass spontanen Fehlgeburten und
Schwangerschaftskomplikationen mit immunologischem Hintergrund hilflos gegeniiber ge-
standen wird. Diese Bedeuten nicht nur hohe finanzielle Kosten fiir das Gesundheitssystem,
sondern vor allem eine enorme psychische Belastung fiir die betroffenen Frauen. Die Erfor-
schung der Reproduktionsimmunologie erlangt aus diesem Grund nicht nur eine wissenschaft-
liche sondern auch eine grofle klinische Bedeutung. In diesem Zusammenhang wurde der
HO-1 in den letzten Jahren zunehmend Beachtung geschenkt. Die protektive Wirkung und der
positive Einfluss dieses Enzyms auf den Schwangerschaftsausgang wurden in mehreren Stu-
dien bestitigt. Unabhidngig davon wurden ihre regulierenden Eigenschaften auf das Immun-
system in der Sepsisforschung eingehend untersucht. Die Bedeutung der HO-1 und ihr Ein-
fluss auf die Infekt bedingte Immunantwort wadhrend der Schwangerschaft sind dennoch
weitgehend ungeklért und waren Gegenstand dieser Arbeit. Hier konnte gezeigt werden, dass
Trophoblasten von Aborten weniger HO-1 exprimieren, als Trophoblasten von normalen
Schwangerschaften. LPS bewirkte eine verstirkte Produktion des Enzymes, wobei auch hier
Trophoblasten von Aborten verminderte Konzentrationen aufwiesen. HO-1 an der fetal-
maternalen Grenze scheint somit nicht nur eine Bedeutung fiir den Schwangerschaftsausgang
zu haben, sondern auch eine Rolle in der immunologischen Antwort auf eine Infektion zu
spielen. Dieser Einfluss konnte sich in der HO-1 abhédngigen Produktion anti-apoptotischer
Molekiile, wie Bag-1 und der Regulation pro- und anti-inflammatorischer Zytokine wieder-
spiegeln. In vivo zeigten Méuse mit einer HO-1 Defizienz eine erhohte Zahl an T-Zellen in
Verbindung mit einer vermehrten Zytokin Produktion in der Milz. Diese erhohte Aktivitéit des
Immunsystems in Form einer verstarkten TNF-a Expression lie sich unabhingig von LPS
auch an der fetal-maternalen Grenze finden. LPS bewirkte hier abhdngig vom HO-1 Mangel
eine verminderte Produktion des protektiven Bag-1, wobei die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine unveriandert blieb. Die Daten vermitteln, dass die HO-1 ein wich-
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tiges Stellglied des immunologischen Gleichgewichts an der fetal-maternalen Grenzregion
darstellt. Im Falle einer Infektion konnte sie den Schwangerschaftsausgang durch die Regula-

tion der Zytokinproduktion und Bag-1 Expression maB3geblich beeinflussen.

5.1 Spontane Aborte scheinen mit einer verminderten Fihigkeit der HO-1 Produktion
einherzugehen
Die protektiven Effekte von HO-1 und ihre das Immunsystem modulierenden Fahigkeiten
wurden zuerst im Zusammenhang mit Organtransplantationen erkannt [83,104-105]. Ausge-
hend von der Tatsache, dass der Fetus auf Grund seines von der Mutter abweichenden Ge-
noms eine Art Allotransplantat ist, erlangte die HO-1 auch bald Beachtung in der Reprodukti-
onsimmunologie. Die in dieser Arbeit gewonnen Daten =zeigen, dass die HO-1
Proteinkonzentration in kultivierten Trophoblastzellen von spontanen Aborten vermindert ist.
Die Ergebnisse stimmen mit fritheren Daten unserer Arbeitsgruppe iiberein, die verminderte
HO-1 Konzentrationen im plazentaren Gewebe von spontanen Fehlgeburten im 1. Trimester
mittels Immunhistochemie zeigen [98]. Vorangegangene Studien belegen, dass auch andere
Formen des pathologischen Schwangerschaftsverlaufes durch eine verminderte HO-1 Expres-
sion gekennzeichnet sind. Ahmed und Kollegen konnten sowohl auf Protein- als auch auf
RNA-Basis eine verringerte HO-1 Konzentration in plazentarem Gewebe von Priaeklampsie-
Patientinnen demonstrieren [106]. Dass HO-1 in Fehlgeburten in geringeren Konzentrationen
vorliegt als in normalen Schwangerschaften, wird des Weiteren durch Erkenntnisse humaner
Genanalysen der HO-1 bestirkt. Hier wurde eine Korrelation zwischen einer mutationsbe-
dingten, verminderten HO-1 Expression und wiederkehrenden Fehlgeburten nachgewiesen
[72]. Durch die Isolation und Kultivierung von Trophoblasten konnte diese Arbeit nun zeigen,
dass ein Mangel der HO-1 im plazentaren Gewebe durch diese Zellen bedingt ist. Diese Man-
gelproduktion der HO-1 scheint die Schwangerschaft zu gefdhrden und mit spontanen Abor-
ten in Verbindung zu stehen. Des Weiteren wurde die Féhigkeit der Trophoblasten untersucht,
HO-1 als protektives Molekiil auf einen gefdhrdenden Stimmulus hin zu produzieren. LPS als
Membranbestandteil gramnegativer Bakterien fiihrt in verschiedenen Zelltypen, aber vor al-
lem in Immunzellen, zu einer Induktion der HO-1 Expression [91,97]. Es wird vom Immun-
system erkannt und mimt auch ohne einen bakteriellen Befall eine Infektion. Wahrend der
Schwangerschaft kann durch die Immunantwort auf eine solche vermeintliche Infektion die
Akzeptanz des Fetus aufgehoben und dessen AbstoBung bewirkt werden [44]. In dieser Arbeit
wurde durch die Stimulation mit LPS eine Konzentrationserhohung der HO-1 in Trophoblast-

zellen erreicht. Wéhrend dieser LPS Behandlung behielten die Trophoblasten aus spontanen
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Aborten die verminderte Fahigkeit zur HO-1 Expression im Vergleich zu normalen Schwan-
gerschaften bei. Diese Hochregulation der HO-1 durch LPS vermittelt eine Rolle des Enzyms
in der infektbedingten Immunantwort wihrend der Schwangerschaft. Die Fahigkeit zur ver-
mehrten Produktion der HO-1 konnte trotz Infektion den normalen Schwangerschaftsverlauf

bedingen und ein Mangel des Enzyms diesen gefahrden.

5.2 Trophoblastzellen reagieren unabhéingig von der HO-1 Proteinkonzentration auf
LPS mit einer verstirkten IL-6 und TNF-a Produktion

LPS aktiviert nicht nur das angeborene Immunsystem, sondern wird auch von nicht immuno-
logischen Zellen wie den Trophoblasten erkannt [107]. Diese konnen ihrerseits unabhingig
von Immunzellen eine pro-inflammatorische Reaktion induzieren, die durch die Produktion
von Zytokinen gekennzeichnet ist [108]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die
verminderte Konzentration von HO-1 in Trophoblastzellen von spontanen Aborten einen Ein-
fluss auf deren Reaktion auf LPS hat. Dafiir wurden isolierte Trophoblasten von normalen
Schwangerschaften und spontanen Aborten mit LPS bis zu 48 h kultiviert und die Zytokin-
konzentration in den Uberstinden gemessen. LPS provozierte einen signifikanten Anstieg der
Produktion der pro-inflammatorischen Zyokine TNF-a und IL-6. Es lieBen sich aber keine
Unterschiede in den Konzentrationen dieser Molekiile zwischen pathologischen und normalen
Schwangerschaftsverldufen erkennen. Es ldsst sich somit feststellen, dass die Zytokinproduk-
tion durch Trophoblastzellen nach LPS Exposition unbeeinflusst von der verminderten HO-1
Proteinkonzentration in Aborten blieb. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Erkenn-
tnissen liber den Einfluss der HO-1 auf die immunologische Antwort. So konnte Roach in
einem in vitro Modell Makrophagen durch HO-1 Induktion in ihrer LPS provozierten Zyto-
kinproduktion hemmen [89]. Ahnliche regulierende Eigenschaften der HO-1 auf die LPS in-
duzierte Reifung und Zytokinproduktion zeigte Chauveau mit Kollegen an Dendritischen Zel-
len [109]. Allerdings lassen sich die beobachteten Effekte von HO-1 auf das Abbauprodukt
CO zuriickfiihren. So wurde mehrfach gezeigt, dass CO alleine in der Lage ist die intrazelluli-
re Signalkaskade, die der Erkennung von LPS und der Reaktionsbildung dient, zu hemmen
[110-111]. Zusammenfassend ist also nicht allein die Proteinkonzentration sondern auch die
enzymatische Aktivitdt der HO-1 von Bedeutung. Um konkrete Aussagen iiber den Einfluss
von HO-1 auf die LPS induzierte Antwort von Trophoblastzellen treffen zu kdnnen, sollte die
Aktivitidt der HO-1 in zukiinftigen Studien im Zusammenhang mit der Konzentration betrach-
tet werden. Unabhingig davon muss diskutiert werden, welche Bedeutung den unterschiedli-
chen Atiologien spontaner Aborte im Hinblick auf die Zytokinproduktion zukommt. Etwas
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mehr als die Hélfte aller Fehlgeburten im ersten Trimester lassen sich auf genetische Defekte
des Fetus zuriickfiihren [112]. Calleja-Agius und Kollegen zeigten, dass die Zytokinprodukti-
on im plazentaren Gewebe als auch systemisch in der Mutter abhéngig vom Karyotyp des
Ungeborenen ist. So gingen Fehlgeburten mit abnormen Karyotyp mit erniedrigten Zytokinse-
rumleveln der Mutter, aber erhohten Zytokinkonzentrationen in der Plazenta einher [113]. Die
in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben von Aborten wurden nicht auf ihren Karyotyp
hin untersucht, weshalb eine Untergliederung der Gruppe nach diesem Kriterium nicht mog-
lich ist. Eine Untersuchung des Einflusses genetischer Defekte auf die Zytokinkonzentration
und eine mogliche Abhédngigkeit von der HO-1 Aktivitdt wire in zukiinftigen Studien sinn-

voll, um hier mogliche Zusammenhinge aufzudecken.

5.3 Das anti-apoptotische Molekiil Bag-1 wird in Trophoblastzellen von spontanen
Aborten vermindert exprimiert

Die durch LPS induzierte Antwort primérer Trophoblastzellen beinhaltete die vermehrte Pro-
duktion des pro-inflammatorischen Zytokines TNF-a. Otun und Kollegen konnten zeigen,
dass TNF-a nicht nur die Migrationsfiahigkeit primérer Trophoblasten hemmt, sondern auch
deren programmierten Zelltod fordert [114]. HO-1 ist in der Lage Trophoblasten vor der
TNF-a bedingten Zellschiddigung zu schiitzen, wobei die genauen Mechanismen fiir diesen
Schutz nicht bekannt sind [106]. Bag-1 ist ein intrazelluldres Molekiil, welches den program-
mierten Zelltod verhindern kann [76]. Im Rahmen der Forschung zur Transplantationsimmu-
nologie zeigte Coito, dass erhohte HO-1 Konzentrationen mit einer erhohten Bag-1 Expressi-
on in tolerierten Transplantaten einhergeht [78]. Es wurde untersucht, ob die Unterschiede der
HO-1 Proteinkonzentration in normalen und pathologischen Schwangerschaften mit einer
verdnderten Bag-1 Konzentration im Zusammenhang stehen. Es zeigte sich, dass Bag-1 in
priméren Trophoblastzellen von Aborten signifikant geringer exprimiert wird als in Zellen
normaler Schwangerschaften. Die Bag-1 Proteinkonzentration verhilt sich somit dhnlich der
HO-1 Konzentrationen. Diese Daten bestdtigen frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe. Wir
zeigten im Mausmodell erhohte Bag-1 Konzentrationen nach HO-1 Induktion [74]. Ver-
gleichbare Ergebnisse erzielten wir durch einen HO-1 Gentransfer in demselben Mausmodell
[75]. In dieser Arbeit blieb die Bag-1 Konzentration in isolierten Trophoblasten unbeeinflusst
durch die Stimulation mit LPS. Dennoch konnte eine HO-1 abhingige Expression in der Pla-
zenta wihrend einer Infektion eine groBBe Bedeutung haben. So stellt es einen Schutzmecha-
nismus der Zellen vor Apoptose dar, welche durch Zytokine wie TNF-a begiinstigt wird. Tro-
phoblasten von spontanen Aborten zeigten eine verminderte Bag-1 Produktion und somit
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einen fehlenden Schutz vor der LPS bedingten TNF-a Expression. Bag-1 hat somit, auch ohne
direkt von LPS beeinflusst zu werden, einen Einfluss auf das Uberleben plazentarer Zellen
wihrend einer Infektion und somit eine Bedeutung fiir den Schwangerschaftsausgang. Es
stellt einen protektiven Faktor dar, der abhéngig von der HO-1 Expression kontrolliert werden

konnte.
5.4 HO-1 Defizienz bedingt in vivo eine erhohte T-Zellzahl in der Milz

HO-1 defiziente Miause zeigen eine pathologisch verstirkte Immunantwort auf LPS. Diese ist
gekennzeichnet durch erhdhte systemische Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine,
vermehrte Immunzellapoptose und Organversagen [88]. Die im in vitro Versuchskomplex
dieser Arbeit an humanen Trophoblasten gewonnen Daten vermitteln, dass HO-1 auch in der
Schwangerschaft eine Rolle in der Immunantwort auf eine Infektion spielt. Hier bewirkte die
LPS Behandlung neben der HO-1 Induktion eine vermehrte Produktion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a. Im Mausmodell wurde weiterfiihrend unter-
sucht, ob die Féhigkeit zur HO-1 Produktion die zelluldren Komponenten des Immunsystems
wihrend der Schwangerschaft beeinflusst. HmoxI™" Tiere zeigten in der Milz signifikant ho-
here Anzahlen an CD4" und CD8" Zellen im Vergleich zu HmoxI “* und HmoxI"" Méusen.
Ahnliche Daten fanden Poss und Kollegen in ihrem HO-1 defizienten Mausmodell. Sie zeig-
ten ein erhdhtes CD4" zu CD8" Zellverhiltnis in der Milz von HmoxI™" Tieren. Als ursichlich
hierfiir sahen sie eine systemische Fehlverteilung von Eisen an. So zeigten die Tiere eine
Andmie mit verminderten Werten des Serumeisens, wihrend sich im Gewebe eine Eisenak-
kumulation mit chronischer Entziindung entwickelte. Die Tiere zeigten diese Symptome erst
nach der 15. Lebenswoche, folglich mit einer altersabhingig fortschreitenden Eisenablage-
rung [85]. Diese Schlussfolgerungen finden Bestitigung in einem humanen Fallbericht, in
denen eine mutationsbedingte HO-1 Defizites erst im jugendlichen Alter zu Symptomen einer
systemischen Entziindung fiihrte [115]. In diesen altersabhéngigen Verdnderungen konnte
begriindet sein, warum andere Arbeitsgruppen keine HO-1 abhédngigen Unterschiede dieser
Zellpopulation gesehen haben. So fithrte Kapturczak vergleichbare Messungen an jungen Tie-
ren durch ohne Unterschiede der T-Zellzahl in der Milz zu finden [87]. Unabhingig von der
chronischen Entziindung die ein HO-1 Mangel bewirkt, konnten die erhéhten Zahlen der
CD4" und CDS8" Zellen iiber die Fahigkeit der HO-1 die T-Zell Proliferation zu hemmen, er-
klart werden [116]. Allgemein vertreten T-Zellen die zelluldre Seite des adaptiven Immunsys-

tems. Ihre erhdhten Populationszahlen in einem immunologischen Organ wie der Milz lassen
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eine Fehlregulation des Immunsystems in der Schwangerschaft annehmen, welche durch ei-

nen HO-1 Mangel bedingt ist.

5.5 Die Immunantwort auf LPS hat keinen Einfluss auf die Anzahl an Dendritischen
Zellen und T-Zellen in lymphoiden Organen und an der fetal-maternalen
Grenzfliche

LPS fiihrt zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems und die Bekdmpfung der

vermeintlichen bakteriellen Infektion wird liberwiegend durch Leukozyten in einer unspezifi-

schen Immunantwort bewerkstelligt [96]. LPS wird aber auch von nicht immunologischen

Zellen, wie Trophoblasten erkannt. Diese sind in der Lage durch die Produktion von Signal-

molekiilen eine Rekrutierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten an die fetal-

maternale Grenzfliche zu bewirken [49,117]. Durch die Produktion dieser Signalmolekiile

konnten auch Zellen des adaptiven Immunsystems aktiviert werden und eine spezifische Im-

munantwort zur Bekdmpfung der Infektion einleiten. In dieser Arbeit wurde im Mausmodell

gezeigt, dass eine HO-1 Defizienz in der Schwangerschaft mit erhdhten T-Zellzahlen in der

Milz einhergeht. Dieser Status der erhohten Aktivitit des adaptiven Immunsystems in

Hmox1"" Tieren blieb durch die Nachahmung einer Infektion aber unbeeinflusst. Es konnten

nach LPS Behandlung keine Unterschiede in der Anzahl von CD4', CD8" und

CDI11c” MHCII" Zellen in der Milz, in lokalen Lymphknoten oder der Dezidua festgestellt

werden. Dass die Reaktion auf LPS an der fetal-maternalen Grenzflache alleine von Leukozy-

ten und somit dem angeborenen Immunsystem vertreten wird, konnten Wang und Kollegen in
der immunhistochemischen Bearbeitung von Mausuteri nach LPS Injektion darstellen. Die

Gruppe fand zu keiner Zeit eine Vermehrung von Lymphozyten im Gewebe [118]. Chung und

Kollegen zeigten in einem Mausmodell zur Pathologie der Sepsis, dass Hmox1 " Tiere nach

LPS Injektion gleiche Anzahlen systemisch zirkulierender Immunzellen aufweisen wie

HmoxI1™" Tiere. Mit der Fihigkeit zur HO-1 Expression steigerten die Immunzellen aber die

Phagozytose und damit die Fahigkeit zur Bekdmpfung der Infektion [102]. Im Falle einer bak-

teriellen Infektion spielt eher die Aktivitdt von Immunzellen, als deren totale Anzahlen eine

Rolle, wie auch die Ergebnisse von Friebe und Kollegen vermitteln. Sie fanden nach LPS

Gabe ebenfalls keine verinderte Zahlen von CD4" und CD8" T-Zellen oder CD11¢” MHCIT

Zellen. Bei der Kontrolle weiterer Oberflaichenmolekiile, die Aussagen iiber die Aktivitat der

Immunzellen erlauben, fand die Gruppe jedoch Unterschiede in den Subpopulation. So be-

wirkte LPS einen Anstieg reifer, schwangerschaftsgefdhrdender dendritischer Zellen und eine

Abnahme einer protektiven CD4" T-Zellsubpopulation [119]. Zusammenfassend konnte mit
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der gewihlten LPS Dosis kein Einfluss auf die totalen Zellzahlen der spezifischen zelluldren
Immunantwort genommen werden. Eine Aussage iiber eine mogliche Aktivititsdnderung die-
ser Immunzellen ldsst sich in dieser Arbeit jedoch nicht treffen und erfordert weitere Untersu-

chungen.

5.6 Die Expression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in der Milz ist HO-1
abhingig

Im in vitro Versuchskomplex wurde durch die LPS Stimulation eine Immunantwort in Form
einer Zytokinproduktion durch die kultivierten Trophoblasten provoziert. Im Tiermodell
konnte zwar gezeigt werden, dass sich HO-1 defiziente Tiere durch eine erhdhte Anzahl CD4"
und CD8" T-Zellen in der Milz auszeichnen, die LPS Behandlung war jedoch nicht in der La-
ge Einfluss auf die Immunzellpopulationen zu nehmen. Zuséatzlich wurde die Milz als immu-
nologisches Organ und somit wichtiger Akteur in der Abwehr systemischer Infektionen auf
thre Zytokinproduktion untersucht. Es zeigte sich hier eine HO-1 abhéngige Expression pro-
inflammatorischer als auch anti-inflammatorischer Zytokine. Die Expressionen von IL-6,
TNF-a als auch IL-10 stiegen mit abnehmender HO-1 Expression. Die erhdhten Zytokinwerte
bei HO-1 Defizienz in der Milz zeigen, dass HO-1 einen regulierenden Einfluss auf das Im-
munsystem nimmt. Das Fehlen des Enzymes bedingt eine erhdhte Aktivitit des Immunsys-
tems. Die Abhéngigkeit der LPS induzierten Immunantwort von HO-1 konnte aber auch hier
nicht eindeutig geklart werden. So zeigte LPS in keiner Gruppe einen Einfluss auf die TNF-a
oder IL-6 Expression. IL-10 dagegen schien nach LPS Injektion in der Milz HmoxI " Tiere
vermindert exprimiert zu werden. Leider ermdglichte hier die geringe Gruppengréf3e der LPS
injizierten Hmox1  Miuse keine effiziente statistische Auswertung. Unabhéngig dazu stehen
die Daten im Widerspruch zu den schon angesprochen Untersuchungen von Kapturczak und
Kollegen an HO-1 defizienten Tieren. Sie zeigten, dass Milzzellen von HmoxI”~ Miusen nach
LPS Exposition vermehrt IL-6, TNF-a als auch IL-10 produzierten [87]. Der Unterschied zu
der Studie ist der Umstand, dass die in dieser Arbeit verwendeten Tiere schwanger waren.
Verschiedene Studien belegen, dass die Schwangerschaft mit einem verdnderten Immunstatus
einhergeht. Luppi und Kollegen zeigten, dass schwangere Frauen hohere Zellzahlen aktivier-
ter Granulozyten als auch Monzyten im Blut aufweisen [120-121]. Fiir eine Verdnderte Akti-
vitidt des Immunsystems wahrend der Schwangerschaft sprechen auch die Daten von Vizi. Er
und Kollegen demonstrierten eine verstirkte Zytokinproduktion im Serum schwangerer Méu-
se im Vergleich zur nicht schwangeren Kontrolle [51]. Es ist moglich, dass der Einfluss der
HO-1 auf das Immunsystem von der Schwangerschaft abhingig ist und mit dem nicht-
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schwangeren Modell nicht verglichen werden kann. Die Abhangigkeit der IL-10 Expression
von HO-1 im Falle einer Infektion hat einen gravierenden Einfluss auf die Schwangerschaft.
IL-10 selbst scheint dabei fiir die erfolgreiche Schwangerschaft nicht ausschlaggebend zu
sein, wie an normal fertilen /L-/0”" Mause demonstriert wurde [122]. Im Zusammenhang mit
LPS erlangt das Molekiil in der Schwangerschaft aber erhebliche Bedeutung. Robertson und
Kollegen zeigten nach LPS Gabe eine erhdhte Abortrate in IL-10 defizienten Tieren einherge-
hend mit erhohten Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine in der Plazenta und im
Serum [101]. Die gewonnen Ergebnisse vermitteln die Moglichkeit, dass die IL-10 Produkti-
on im Rahmen der LPS induzierten Immunantwort von HO-1 abhéngig ist. Das Enzym konn-
te liber diesen Weg einen entscheidenden Beitrag zum erfolgreichen Schwangerschaftsaus-
gang trotz einer Infektion beitragen. Zusammenfassend ist in den vorangegangenen Versuchen
kein eindeutiger, systemischer Effekt der LPS Injektion gefunden worden. Es sollte daher
auch in Betracht gezogen werden, dass die LPS Konzentration zu niedrig gewihlt wurde, um
eine linger andauernde Immunantwort zu induzieren. Bei der Wahl der LPS Dosis in dieser
Arbeit wurde sich an den niedrigsten, in der Literatur als effektiv gefundenen, Konzentratio-
nen orientiert. So erreichte Gendron und Kollegen mit einer Injektion von 0,1 pg LPS am
8. Schwangerschaftstag eine 100% ige Fetusresorption [44]. Zusitzlich zur Konzentration ist
die Wirkung von LPS auf die Schwangerschaft auch stark vom LPS Typ und der exponierten
Mausgattung abhédngig. So induziert LPS von Salmonella enteritidis, aber nicht von Escheri-
chia coli, den Fetusverlust bei C57BL/6 Méusen. Beide LPS Arten bewirken Implantations-
fehler [123]. In Mausen vom BALB/c Stamm dagegen bewirkt LPS von Escherichia coli Im-
plantationsfehler als auch eine Fetusresorption [124]. Der Einfluss der HO-1 auf die LPS
induzierte Immunantwort und vor allem ein moglicher Zusammenhang mit der IL-10 Kon-
zentration sollte in weiteren Versuchen mit grofleren Gruppenstirken und unterschiedlichen

LPS Dosen tiberpriift werden.

5.7 Invivo wird die HO-1 Expression in der Plazenta unter dem systemischen Einfluss
von LPS verstarkt
Eine Fehlbesiedlung des Genitaltrakts mit gramnegativen Bakterien wihrend der Schwanger-
schaft kann eine Immunantwort stimulieren und das Risiko einer Fehlgeburt signifikant erho-
hen [42]. In verschiedenen vorrangegangenen Studien konnte diese schwangerschaftsgefdhr-
dende Wirkung auf LPS einen Membranbestandteil der gramnegativen Bakterien
zuriickgefiihrt werden. Je nach Dosis- und Applikationsschema reichte die LPS Wirkung von
Abort und Frithgeburt bis zu fotalen bzw. miitterlichen Tod [125-127] In Tiermodellen zur
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Sepsisforschung wurde demonstriert, dass HO-1 vor einer systemischen, LPS induzierten,
iiberschieBenden Immunreaktion schiitzt [102,128]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte in vivo
in der Milz triachtiger Méuse ein regulierender Effekt der HO-1 auf das Immunsystem in Be-
zug auf die Zytokinproduktion und die T-Zellzahl gezeigt werden. Es wurde nun {iberpriift, ob
die HO-1 Expression einen dhnlichen Einfluss auf das Immunsystem an der fetal-maternalen
Grenzregion hat. Nach der allogenen Verpaarung mit Mannchen mit normaler HO-1 Expres-
sion wurde auch in den Plazenten von HmoxI”~ Muttertieren eine HO-1 Produktion erreicht.
Diese war dennoch signifikant geringer als in der Gruppe der heterozygoten Tiere (HmoxI'")
und diente uns als Modell fiir eine erniedrigte HO-1 Expression in der Plazenta. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrte systemische LPS Injektion bewirkte in den Tieren aller Gruppen eine
moderate Verstarkung der HO-1 Expression in der Plazenta. Signifikante Unterschiede konn-
ten hier nicht erreicht werden. Eine Erhdhung der Gruppenstirke der Hmox 1"~ Tiere kénnte in
weiteren Untersuchungen genauere Erkenntnisse bringen. Hmox! " bzw. HmoxI"" sind nicht
infertil, wie lange Zeit angenommen wurde, haben aber eine stark erhéhte Anzahl von Fetal-
toden im Verlauf der Schwangerschaft [79]. Aus diesem Grund gestaltet sich die Zucht der
transgenen Miuse schwierig und eine groflere Gruppenstirke konnte im Zeitraum dieser Ar-
beit nicht erreicht werden. Die erhobenen Daten finden dennoch Bestirkung in den Ergebnis-
sen anderer Arbeiten. So fand die Arbeitsgruppe um Zhang eine erhdhte HO-1 Proteinkon-
zentration in den Plazenten von Tieren, die zuvor eine LPS Injektion erhalten hatten. Diese
Konzentrationserhhung konnte 12 h nach Injektion festgestellt werden und war bis 48 h nach
der Behandlung nachzuweisen [129]. Die Daten decken sich weiterhin mit den Ergebnissen,
die im Rahmen dieser Arbeit in vitro an humanen Trophoblastzellen erhoben wurden. Hier
l6ste LPS ebenfalls eine Hochregulation der HO-1 aus. In ihrer Gesamtheit vermitteln die
Ergebnisse den Anschein, dass an der fetal-maternalen Grenzfliche dem schwangerschaftsge-

fahrdenden Signal von LPS HO-1 als potentiell protektives Molekiil gegeniibersteht.

5.8 Die TNF-a Produktion an der fetal-maternalen Grenzregion korreliert negativ mit
der HO-1 Expression
TNF-a ist ein pro-inflammatorisches Zytokin und ein fester Bestandteil der Immunantwort
auf LPS. Dies vermitteln die Ergebnisse des vorangegangenen in vitro Versuchskomplex an
humanen Trophoblasten und die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen in verschiedenen Tiermo-
dellen [44,46]. Es wurde in dieser Arbeit in vivo gezeigt, dass TNF-a neben IL-6 und IL-10 in
der Milz trachtiger Hmox1 " Miuse vermehrt exprimiert wird. Entgegen der Erwartung blieb
es jedoch unbeeinflusst von der LPS Behandlung. Die an den Plazenten der Tiere gewonnen
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Daten, zeigen eine TNF-a Expression an der fetal-maternalen Grenzregion, die mit abneh-
mender HO-1 Konzentrationen ansteigt. Ein Einfluss der LPS Injektion konnte auch hier nach
48 h nicht nachgewiesen werden. Diese Daten stehen im Widerspruch zu Ergebnissen von
Carpentier und Kollegen. Sie konnten eine verstiarkte TNF-o und IL-6 Expression in der Pla-
zenta und erhohte Serumkonzentrationen dieser Zytokine 2 h nach LPS Injektion trichtiger
Maiuse nachweisen. Dariiber hinaus konnten sie durch einen TNF-o Antagonisten den Fetaltod
durch LPS verhindern [130]. Auch Silver und Kollegen gelang es, durch die Blockierung von
TNF-a, die fatale Wirkung von LPS auf den Schwangerschaftsausgang zu unterdriicken [50].
Diese Ergebnisse vermitteln, dass TNF-a nicht nur Bestandteil der immunologischen Antwort
auf LPS ist, sondern auch ein entscheidender ursdchlicher Faktor fiir die Pathogenitdt von
LPS. Ein Grund dafiir, dass in dieser Arbeit dennoch keine Unterschiede der TNF-o Expressi-
on mittels LPS erreicht werden konnten, kann in dem Zeitraum zwischen der LPS Injektion
und der TNF-a Messung begriindet sein. Carpentier wahlte hierfiir einen Zeitabstand von 2 h
[130]. Leazer und Kollegen kontrollierten den Zeitverlauf der TNF-a Konzentration im Serum
trachtiger Tiere und fanden einen Konzentrationspeak bei 1,5 h nach LPS Injektion [46]. Der
Einfluss von LPS auf die TNF-a Expression und Konzentration scheint also unmittelbar nach
einer einmaligen Behandlung zu bestehen. Das gleiche Bild vermitteln auch die in dieser Ar-
beit gewonnen Daten der TNF-a Konzentration in den Uberstinden humaner Trophoblasten.
Sie erreichten nach 8 bis 12 h ihre Hochstwerte und fielen dann schnell auf die Anfangswerte
zuriick. Es kann somit vermutet werden, dass im verwendeten Versuchsmodell die unmittelba-
re Wirkung von LPS auf TNF-a auf Grund des Zeitabstandes zwischen Injektion und Mes-
sung nicht nachgewiesen werden konnte. Der Versuchsablauf wurde so gewdhlt, dass er Aus-
sagen Uber den Einfluss von HO-1 auf die LPS induzierte Immunantwort in der frithen
Schwangerschaft erlaubt. Dementsprechend wurden die Tiere zu einem Schwangerschafts-
zeitpunkt getotet, zu dem Fehlgeburten visuell noch nicht festgestellt werden konnten. Direkte
Daten zu den Abortraten in den Gruppen in Abhéngigkeit von der Behandlung liegen somit
nicht vor. Weitere Studien, sollten die Untersuchung der TNF-o Konzentration in einem kiir-
zeren Zeitabstand nach der LPS Injektion beinhalten. Des Weiteren konnten Untersuchungen
zu einem spiteren Zeitpunkt der Schwangerschaft Aufschluss iiber die Abortraten liefern.
Aussagen zu der Auswirkung der erhdhten TNF-o Konzentration in HO-1 Defizienten Tieren
auf den Schwangerschaftsausgang wiaren so moglich. Das Ergebnis dieser Arbeit, dass das
pro-inflammatorische Zytokin TNF-a an der fetal-materanlen Grenzfliche in Abhingigkeit

von der HO-1 Expression moduliert wird, l4sst einen interessanten Zusammenhang vermuten.
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Es besteht die Moglichkeit, dass HO-1 einen andauernden protektiven Effekt fiir die Schwan-

gerschaft hat, indem es eine bestindige Regulation der TNF-a Konzentration bewirkt.

5.9 Invivo vermindert die LPS Stimulation die Bag-1 Expression in der Plazenta von
HmoxI"" Miusen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Bag-1 in humanen Trophoblasten von patholo-
gischen Schwangerschaften vermindert exprimiert wird. Das anti-apoptotische Molekiil ver-
hilt sich somit dhnlich der HO-1 Konzentration in diesen Zellen. Unsere Arbeitsgruppe zeigte
in fritheren Studien, dass nicht nur die Konzentrationen der beiden zellprotektiven Molekiile
korrelieren, sondern Bag-1 direkt durch HO-1 induziert wird [73-74]. Die vorangegangenen in
vitro Experimente dieser Arbeit lieBen aber keinen Zusammenhang zwischen der LPS indu-
zierten Hochregulation der HO-1 in Trophoblasten und der Bag-1 Expression erkennen. Im
Gegensatz dazu vermitteln die im Mausmodell gewonnen Ergebnisse eine Abhéngigkeit zwi-
schen Bag-1 und der LPS induzierten Immunantwort. Die LPS Behandlung provozierte eine
signifikant verringerte Expression des Molekiils im plazentarem Gewebe von trichtigen
HmoxI"" Mausen, die in HmoxI™" Tieren nicht nachzuweisen war. Unabhingig von LPS lie-
en sich keine Unterschiede der Bag-1 Konzentration zwischen Hmox! “* HmoxI™" und
HmoxI™" Tieren nachweisen. Es zeigt sich hier eine Diskrepanz zwischen den in vitro und in
vivo Ergebnissen, die verdeutlicht, dass die Versuchsmodelle nicht direkt {ibertragen werden
konnen. So wirken im ganzen Organismus mehr Zellen und Faktoren in einem komplexen
Zusammenspiel als in der reinen, kontrollierten Zellkultur. Unabhidngig davon zeigen beide
Versuchskomplexe einen Zusammenhang zwischen der Bag-1 Produktion und der HO-1 Ex-
pression, der im Falle einer Infektion und somit eines schwangerschaftsgefdhrdenden Zustan-
des von Bedeutung ist. Unsere Arbeitsgruppe demonstrierte kiirzlich welchen protektiven Ein-
fluss die HO-1 bzw. CO fiiber Bag-1 auf die Schwangerschaft nehmen kann. EI-Mousleh und
Kollegen erreichten durch dosierte CO Applikation eine Induktion von Bag-1 in der Plazenta
und damit einhergehend eine verminderte Apoptoserate plazentarer Zellen. In dem verwende-
ten Mausmodell, welches in der Verpaarung durch intrauterine Wachstumsretadierung ge-
kennzeichnet ist, konnte dadurch ein verminderter Fetalverlust und ein erhohtes Fetal- und
Plazentagewicht induziert werden [80]. Somit gefdhrdet nicht nur alleine der Mangel der
HO-1 die Schwangerschaft, sondern im Falle einer Infektion auch die damit verbundene ver-
minderte Expression anderer anti-apoptotischer und protektiver Molekiile wie Bag-1. Die Er-
gebnisse ermoglichen aber keine Aussage dariiber, in welchem Malle die unterschiedlichen

Bag-1 Konzentrationen Einfluss auf die Vitalitdt der plazentaren Zellen nehmen. Des Weite-
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ren konnte auf Grund einer zu geringen Gruppenstirke keine Ergebnisse iiber das Verhalten
der Bag-1 Konzentration in Hmox1 " Tieren erhoben werden. Diese Thematik sollte in weite-
ren Studien eingehender untersucht werden, denn der Einfluss der HO-1 auf Bag-1 konnte
neben der regulierenden Wirkung auf die Zytokine eine besondere Bedeutung fiir den erfolg-

reichen Schwangerschaftsausgang haben.
5.10 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend hat diese Arbeit die Annahme bestitigt, das HO-1 ein wichtiges Molekiil
fiir die erfolgreiche Schwangerschaft ist. So zeichneten sich Trophoblastzellen pathologischer
Schwangerschaften durch geringere Konzentrationen dieses Enzyms aus. Im Rahmen der
Antwort auf LPS wurde HO-1 durch Trophoblastzellen hoch reguliert. Es ist daher anzuneh-
men, dass es eine Rolle in der Regulation der Infektabwehr an der fetal-maternalen Grenzre-
gion spielt. In welchem Umfang und auf welchen Wegen HO-1 die Immunantwort auf eine
Infektion kontrolliert, konnte in der Zellkultur jedoch nicht festgestellt werden. Es zeigten
sich weder Einfliisse der HO-1 Proteinkonzentration auf die LPS induzierte Zytokinprodukti-
on durch Trophoblasten, noch wurde das anti-apoptotische Molekiil Bag-1 von LPS beeinf-
lusst. In vivo konnte dagegen unabhéngig von einer Infektion ein Einfluss der HO-1 Expressi-
on auf das Immunsystem wéhrend der Schwangerschaft demonstriert werden. Der Mangel an
HO-1 bedingte in der Milz trachtiger Tiere vermehrte T-Zellzahlen und eine erhohte Expressi-
on der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6, als auch des anti-inflammatorischen
IL-10. Das mit LPS ein HO-1 abhéngiger Einfluss auf das Immunsystem genommen wurde,
lieB3 sich aber nur an IL-10 erkennen. Dieses schwangerschaftsprotektive Molekiil wurde in
der Milz HO-1 defizienter Tiere nach LPS Behandlung vermindert exprimiert. /n vivo nahm
die HO-1 auch an der fetal-maternalen Grenzfliche Einfluss auf den Immunstatus. Ahnlich
der Milz war in den Plazenten HO-1 defizienter Tiere eine erhohte Expression von TNF-a zu
finden. Diese schwangerschaftsgefdhrdende Konstellation blieb auch hier unbeeinflusst von
der systemischen LPS Stimulation. Im Gegensatz zu den in vitro gewonnenen Daten zeigte
LPS jedoch einen Einfluss auf die Bag-1 Konzentration in der Plazenta. Abhéingig von einer
verminderten HO-1 Expression wurde hier auch Bag-1 nach LPS Stimulation weniger produ-
ziert. Von den gewonnen Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass eine verminderte Expression der
HO-1 das immunologische Gleichgewicht in der Schwangerschaft gefahrdet und es syste-
misch als auch lokal zur pro-inflammatorischen Seite verschiebt. Im Falle einer Infektion

konnte ein HO-1 Mangel durch eine verminderte Produktion anti-inflammatorischer Zytokine
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eine iiberschieBende Immunantwort bedingen. AuBBerdem kann der durch HO-1 Defizienz
bedingte Mangel protektiver Molekiile, wie Bag-1, den erfolgreichen Schwangerschaftsaus-
gang noch zusétzlich bedrohen. Weitere Aussagen tiber den Einfluss der HO-1 auf das Im-
munsystem besonders im Falle einer Infektion kdnnten in zukiinftigen Studien mittels zusatz-
licher Aktivititsanalysen des Enzyms gewonnen werden. So kann eine verminderte
Expression der HO-1 durch eine Aktivitétssteigerung des Enzyms kompensiert werden und
dadurch den zum Teil in dieser Arbeit beobachteten fehlenden Einfluss von LPS erklidren
[129]. Weiterhin konnten komplettierende Aussagen iliber die Immunantwort in HO-1 defi-
zienten Tieren in der Schwangerschaft in einem erweiterten Studiendesign mit unterschiedli-
chen LPS Konzentrationen und mehreren Untersuchungszeitpunkten nach Injektion getroffen
werden. Trotzdem diese Arbeit Fragen zu der Wirkung von HO-1 auf das Immunsystem offen
lasst, vermittelt sie doch die Mdglichkeit eines zukiinftigen Einsatzes dieses Enzym in der
Diagnostik  und  Therapie = von  Schwangerschaftskomplikationen. ~ Verminderte
HO-1 Konzentrationen an der fetal-maternalen Grenzfliche konnten als frither Marker mogli-
cher Risikoschwangerschaften verwendet werden und als direkte Konsequenz die HO-1 In-

duktion eine Therapieoption darstellen.
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6 Zusammenfassung

In der Schwangerschaft vollfiihrt das Immunsystem einen Balanceakt zwischen aktiver Tole-
ranz des allogenen Feten und Schutz des miitterlichen Organismus vor Infektionen. Zahlrei-
che Signalmolekiile und Enzyme tragen zur Regulation des immunologischen Gleichgewichts
bei, darunter das Enzym Hémoxygenase-1. Thre immunregulierenden Eigenschaften wurden
in der Sepsisforschung bewiesen und ihre protektive Bedeutung fiir die Schwangerschaft in
Tiermodellen aufgezeigt. Diese Arbeit untersuchte die Rolle der HO-1 in der Immunantwort
auf eine bakterielle Infektion wihrend der frithen Schwangerschaft. Kultivierte humane Tro-
phoblastzellen aus spontanen Aborten zeigten eine verminderte HO-1 Expression im Ver-
gleich zu Trophoblasten aus normalen Schwangerschaften. Ebenso verlief die Hochregulation
der HO-1 Produktion durch LPS in der Abortgruppe eingeschrinkt. Diese Ergebnisse bestiti-
gen, dass die Konzentration der HO-1 an der fetal-maternalen Grenzregion eine Bedeutung
fiir den Schwangerschaftsverlauf hat. Weiterhin wird eine Rolle des Enzyms in der LPS indu-
zierten Immunantwort angedeutet. Hinweise darauf, iber welche Mechanismen die HO-1 die
Immunantwort beeinflusst, konnten in vivo gefunden werden. Trichtige HO-1 defiziente
Mause zeichneten sich durch erhdhte T-Zellzahlen und eine erhohte Expression der Zytokine
TNF-a, IL-6 als auch IL-10 in der Milz aus. Nach LPS Stimulation zeigte das anti-
inflammatorische und schwangerschaftsprotektive Zytokin IL-10 geringere Konzentrationen
in HmoxI""Tieren. An der fetal-maternalen Grenze konnte unabhingig von LPS mit abneh-
mender HO-1 Konzentration eine steigende Expression des schwangerschaftsgefahrdenden
Zytokins TNF-a gemessen werden. Abhingig von LPS zeigte sich hier in HmoxI™ Miusen
eine verminderte Produktion des anti-apoptotischen Molekiils Bag-1. Diese Arbeit erbringt
zusammenfassend den Nachweis, dass die HO-1 einen regulierenden Einfluss auf das Immun-
system wihrend der Schwangerschaft nimmt. Ein Mangel des Enzyms verschiebt das immu-
nologische Gleichgewicht zur schwangerschaftsgefahrdenden pro-inflammatorischen Seite.
Wihrend einer Infektion konnte eine, durch die HO-1 Defizienz bedingte, verminderte Pro-
duktion anti-inflammatorischer Zytokine und anti-apoptotischer Molekiile wie Bag-1 den er-
folgreichen Schwangerschaftsausgang zusétzlich bedrohen. Die gewonnen Ergebnisse ermog-
lichen ein besseres Verstdndnis fiir die Rolle der HO-1 in der Immunantwort wéhrend der
Schwangerschaft. Sie liefern auflerdem Anregungen fiir weitere Untersuchungen, die die
Grundlage einer zukiinftigen klinischen Verwendung der HO-1 in der Schwangerschaft dar-

stellen konnten.
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11 Anhang
11.1 Material

Allgemeine Laborausstattung

Digitalkamera Canon IXUS 80 IS
Einmal-Dentalkaniilen (27G)
Eisbad

Eismaschine ZBE 70-35

Glasmaterialien

Kapillarpipetten

Kiihlschrank Liebherr FKEX 3600
Kiihlschrank Liebherr KTP 1810-20
Laboklav 80-V

Magnetriihrer RH basic 2 IKAM

Mikrotestplatte
Minishaker MS 3 basic
Mini Spin

pH-Meter

Parafilm M

Pasteurpipetten

Pipetten

Pipettenspitzen (Typ A-C)
Priparationsbesteck

Prizisionswaage LA 620
ReaktionsgefaBe (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Reinigungs- und Desinfektionsautomat
Skalpell

Trockenschrank

Dissertation

Anhang

Bauer Electronics, Magdeburg, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutsch-
land
Ziegra Eismaschinen, Isernhagen, Deutschland

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutsch-
land

Servoprax®, Wesel, Deutschland

Rexel Deutschland, Hannover, Deutschland
Unielektro, Magdeburg, Deutschland

SHP Steriltechnik AG, Magdeburg, Deutschland

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

Laborfachhandel Gaudig GbR, Siilzetal, Deutsch-
land
Fisher Scientific, Nidderau, Deutschland

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutsch-
land

Neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutsch-
land

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Eppendorf Vertrieb,
Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Wesseling-Berzdorf,

Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Sartorius, Berlin, Deutschland

Eppendorf Vertrieb,
Deutschland

Omnilab-Laborzentrum, Bremen, Deutschland

Wesseling-Berzdorf,

Feather®, Osaka, Japan
Novodirect Labortechnik, Kehl, Deutschland
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Ultra-Tiefkiihlschrank MDF-U53V
Zentrifuge 5810R
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Biofuge

Computerprogramme

Gene Snap fiir WB
Gen 5 TM Data Analysis Software

GraphPad Prism 5.0

FCAP Array v1.0.1

1Q5 Software

Microsoft Excel 2003, 2007
Microsoft PowerPoint 2003, 2007
Microsoft Word 2003, 2007

Gerite und Materialien fiir Zellkultur

CO;-Inkubator HERACELL
CO;-Inkubator NU-5500 E
CryoSystem 4000

Mikroskop Axiovert 40C
Mikroskop Axio Observer Al
Neubauer Zahlkammer
Probenr6hrchen (15 ml, 50 ml)
Puradisc Syringe Filter (0,2 um)
Schiittelwasserbad SWB 25

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml,
25 ml)
Sicherheitswerkbank NU-437-400E

Sterile Einwegspritzen (30 ml)

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Dissertation Anhang

Laborfachhandel Gaudig GbR, Siilzetal, Deutsch-
land

Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland
Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Thermo Fisher, Dreicich, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutsch-
land
Statcon, Witzenhausen, Deutschland

Soft Flow, Mineapolis, USA

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland

Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
German Cryo Jutta Ohst, Jiichen, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland

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

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deut-

schland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Zellkulturflaschen (Collagen IV, 25 cm®)  BD, Heidelberg, Deutschland
Zellkulturplatten (6-, 12-, 96- Loch) Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zellsiebe (100 um) BD Falcon, Erembodegem, Belgien

Gerite und Materialien fiir molekularbiologische Methoden

Filterspitzen RNase-/ DNase-frei (10 ul, Greinder Bio-one, Frickenhausen, Deutschland
100 pl, 1000 pl)

1Q5 Real-time PCR System Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Microseal® "B Film Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Rotilab-PCR Reaktionsgefile Roth, Karlsruhe, Deutschland

Safe Lock Tubes (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml)  Eppendorf Vertrieb, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Synergy HT Multi-Mode Microplate BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutsch-

Reader land

Thermocycler Fisher Scientific, Nidderau, Deutschland

Thermo-Fast 96, non skirted PCR plates =~ ABgene, Epsom, England
Ultraschall-Homogenisator, SONOPLUS BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Deutschland

Ultra Turrax T25 Homogenisator Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Gerite und Materialien fiir Western Blot

Chemilumineszenzgerit, VWR, Darmstadt, Deutschland; GeneGnome,

GENEGNOME® Syngene, England

Elektrophorese Kammer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Fasermatten PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Glasplatten mit Spacer, 1,5 mm Dicke PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Immobilon PVDF Membran, 0,45 pm Millipore GmbH, Schwalbach/Ts., Deutschland

Kapillarspitzen (10 pl - 100 pl) Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Kompressionskassetten PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Plastikpinzetten Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Powersupply PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Tank Elektro-Blotter, Perfect Blue, Web S PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Whatmanpapier/Filterpapier Millipore GmbH, Schwalbach / Ts., Deutschland
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Gerite und Materialien fiir Durchflusszytometrie

Axio Vision Rel. 4.6.

BD FACS Calibur TM 4CA
FACS Flow

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

Polystyren-Rundbodenréhrchen (5 ml)

Chemikalien und Losungen

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aqua ad injectabilie (steriles Wasser)
Aquatex Mounting Media
Bromphenolblau

Chloroform

Cumarsdure

Di-Methyl-Sulfoxid (DSMO)
1,4-Dithio-DL-Threitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA)
Ethanol absolut, 96 %, 75 %
Fluorescein

Glyzin

Héamatoxylin (nach Meyer)
Isopropanol
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Luminol

Lymphocyte Separation Medium (LSM)

Magermilchpulver

Magnesiumsulfat (MgSOy)

Zeiss Microimaging, Gottingen,Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

BD Falcon, Erembodegem, Belgien

DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
Fluka Biochemika, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fluka Biochemika, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Otto Fischer, Miinchen, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fluka Biochemika, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
MP Biochemicals, Illkirch, Frankreich
Fluka Biochemika, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Methanol

B-Mercaptoethanol

M-MLV RT 5 x Reaktionspuffer
Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid
Natrium-Matavanadate
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
n-Dodecyl B D-Maltosid (LM)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin,
1,2-Bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)
Nonidet P40 (NP 40)

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphate buffered saline (PBS)

Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis-Losung

30 % (29:1)
Stickstoff (fliissig)

Trizma Base

Trizma Hydrochlorid
Trizol

Tween®™ 20

Wasserstoffperoxid (39 %) (H,O,)

Medien und Pufferlosungen

Medien

HBSS 10 x
Medium 199 Earles und Hepes
RPMI 1640 + L-Glutamin

Dissertation

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Air Liquide Deutschland GmbH, Leipzig,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Kulturmedium fiir Primére Trophoblasten (M199)

Medium 199 versetzt mit 10 % fotales Kalberserum
50 mg/ml Normocin

Kulturmedium fiir Priméire Lymphozyten

RPMI 1640 + L-Glutamin versetzt mit 10 % fotales Kalberserum
100 ng/ml Penicillin/Streptomycin

Verdaulosung fiir Trophoblastenisolierung

Verdaulosung 1 mM MgSOg4
0,125 % Trypsin
10 U/ml DNase 1
in 95 ml PBS

Lysispuffer fiir Proteinisolierung

Lysispuffer 0,1 ml 10 % NP 40
0,1 ml 0,1 pg/ml LM
0,02 ml 500 mM Natriumfluorid
0,01 ml10 mM Natrium Matavanadate
0,01 ml 100 mM PMSF
0,5 ml 1 M Trizma Base pH 7,5
0,02 ml 0,5M EDTA
0,033 ml 5 M NaCl
0,657 ml dest. Wasser

Losungen fiir Polyacrylamidgele und Western Blot
Blockierlosung 5 % Magermilchpulver in 1 x TBS

Elektrochemilumineszenz-Losung (ECL) Ldsung 1
4,6 ml dest. Wasser
0,33 ml 1,5 M Trizma Hydrochlorid pH 8,8
0,022 ml Cumarséure (0,073 g in 5 ml DSMO)
0,05 ml Luminol (11,2 mg/ml)

Losung 2

4,6 ml dest. Wasser

0,33 ml 1,5 M Trizma Hydrochlorid pH 8,8
0,01 ml H202

Elektrophoresepuffer 10 x 0,25 mM Trizma Base
1,92 M Glyzin
1 % SDS

Ladepufter 5 x 15 % B-Mercaptoethanol
6 % SDS
60 % Glycerol
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Sammelgel 10 % fiir 2 Gele

TBS (10 x), pH 7,6

Transferpuffer 10 x

Transferpufter gebrauchsfertig

Trenngel 10 % fiir 2 Gele

Waschpuffer

Dissertation Anhang

0,006 % Bromphenolblau
0,18 M Trizma Hydrochlorid pH 6,8

6,8 ml dest. Wasser

12,1 ml Acrylamid

1,26 ml 1,5 M Trizma Hydrochlorid pH 6,8
0,1 ml 10 % APS

0,1 ml 10 % SDS

0,020 ml TEMED

74 mM Trizma Base

43 M Trizma Hydrochlorid

150 M NacCl

mit destilliertem Wasser auf 1 L auffiillen

25 mM Trizma Base
192 mM Glyzin

25 % Methanol in 1 x Transferpuffer

11,8 ml dest. Wasser

1,66 ml Acrylamid

7,5 ml 1,5 M Trizma Hydrochlorid pH 8,8
0,3ml 10 % APS

0,3 ml 10 % SDS

0,024 ml TEMED

1 x TBS mit 0,5 % Tween®20

HBSS-Losung fiirLymphozytenisolierung

HBSS 1 x

0,35 g NaHCOs3 in 1000 ml dest. Wasser pH 7,2
100 ml durch 100 ml HBSS 10 x ersetzen

Pufferlosung fiir Durchflusszytometrie

FACS-Puffer

Lysis-Puffer

1 % BSA
0,1 % NaN;
in PBS

1,5 M NH4C1
10 mM KHCO;
100 mM EDTA in destilliertem Wasser

Enzyme, Proteine, Nukleinsiuren und andere biologisch aktive Substanzen

Bovine serum albumine (BSA)

Desoxy-Nukleotidtriphosphate (ANTPs)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
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DNase (fiir reverse Transkription)
DNase I (fiir Verdau)

Fotales Kalberserum (FBS)
Lipopolysaccharid L2630 (LPS)
M-MLV Reverse Transkriptase
Normocin-Losung

Oligo-Desoxy-Thymidin-Nukleotide
(odTs)
Penicillin/Streptomycin-Losung

Pferdeserum

RNase-Inhibitor

SYBR® Green PCR Mastermix
TagMan-Mastermix

Trypsin (fiir Trophoblastenisolierung)
Trypsin-EDTA

Antikorper

Dissertation

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Promega, Mannheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Immunhistochemie und Western Blot

Bag-1 polyklonaler Kaninchen anti-

Mensch Antikorper, C-16, sc 939

Biotinylierter Protein Marker; inkl. Meer-
rettichperoxidase-konjugiertem Antikor-
per

Cytokeratin-7 AE1/AE3 monoklonaler
Maus anti-Mensch Antikdrper, Klon OV-
TL 12/30

GAPDH polyklonaler Hase anti-Mensch
Antikdrper, FL335, sc257778

HO-1 (Hsp32) polyklonaler Hase anti-
Mensch Antikorper; SPA894

Immuno Pure® Ziege anti-Kanninchen
IgG(H+L), Peroxidase-konjugiert
Immuno Pure® Ziege anti-Maus
IgG(H+L), Peroxidase-konjugiert

Monoklonaler B-Aktin Maus anti-Mensch
Antikorper Klon AC-15

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Cell signaling technology, Boston, USA

Dako, Glostrup, Ddnemark

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Biotrend, K6ln, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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Polyklonaler Ziege anti-Maus Antikérper, Dako, Glostrup, Danemark
biotinyliert

Durchflusszytometrie

Allophycocyanin  Hamster anti-Maus BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
CD11c (Clone: HL3)

Fluorescein Isothiocyanate Ratte anti- BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
Maus CD4 (Clone: RM4-4)

Phycoerythrin Ratte anti-Maus [-A/I-E  BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
(Clone: M5/114.15.2)

PE-Cy7 Ratte anti-Maus CD8a (Clone: BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
53-67)

Primer und Sonden

Primer (5°-3%) Sonde (5°-3")
B-Aktin  Fw:GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGTT CAGCCTTCCTTCTTGGGTAT
(Maus) Rev: GTTGTCGACGACCAGCGC GGAATCCT
Bag-1 FW:GCTAACCACCTGCAAGAATTGAAT TTCTGACATCCAGCAGGGTTTT
(Maus) Rev:GTTTGCAGAGAGCCTCCGC CTGGC

HO-1 Fw: CAGAAGAGGCTAAGACCGCCTT TGCTCAACATTGAGCTGTTT
(Maus) Rev: TCTGGTCTTTGTGTTCCTCTGTCA  GAGGAGCTG

IL-4 Fw: CTCATGGAGCTGCAGAGACTCTTT ATGCCTGGATTCATCGATAA
(Maus) Rev: GTCATGTGGACTTGGACTCATTCA GCTGCACCT

IL-6 Fw: TCCAGAAACCGCTATGAAGTTCC
(Maus) Rev: GTCACCAGCATCAGTCCCAAG

IL-10 Fw: GAAGACCCTCAGGATGCGG CGCTGTCATCGATTTCTCCCC
(Maus) Rev: CCTGCTCCACTGCCTTGCT TGTGA

TNF-a Fw: TCGAGTGACAAGCCCGTAGC CGTCGTAGCAAACCACCAAG
(Maus) Rev: CTCAGCCACTCCAGCTGCTC CGGA

Kits

Biorad Proteinassay Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Human Th1/Th2 Cytokine Kit II, Cyto- BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
metic Bead Array (CBA)
Vectastain ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame, USA

Primire Zellen

Primédre Lymphozyten Isolation aus Mausorganen (Milz, inguina-
le/iliakale Lymphknoten, Dezidua)
Primére Trophoblasten Isolation aus Plazentagewebe des 1. Trimesters

(Schwangerschaftsabbruch, Fehlgeburt)
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Die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Experimente mit menschlichem Probenmaterial
wurden durch die Ethikkommission der Otto von Guericke Universitit (OVGU) in Magde-
burg, Studie 28/08, genehmigt. Die Plazenten wurden von der Landesfrauenklinik in Magde-
burg zur Verfiigung gestellt. Das Material erhielten wir nach eingehender Aufklarung der Pa-

tientinnen und deren schriftlichen Einverstandniserklérung.

Tierstimme und Tierhaltung

BALB/c Charles River, Sulzfeld, Deutschland
HmoxI""", HmoxI"", HmoxI™" Aus eigener Kolonie, urspriinglich generiert von
(BALB/c Hintergrund) Dr. Yet (Havard Medical School, Boston, USA),

nach Transferabkommen (MTA-Material Tranfser
Agreement) freundlicherweise bereit gestellt von
Prof. Miguel Soares (Instituto Gulbenkian de
Ciéncia, Oeiras, Portugal)

C57BL/6 Wildtypmaiuse aus eigener Kolonie oder Charles
River, Sulzfeld, Deutschland

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Tierexperimente wurden durch die Tier-
schutzbehorden in Halle (LVWA, Referat Verbraucherschutz und Veterindrangelegenheiten)
unter dem Aktenzeichen: 42502-2-868 Universitdt Magdeburg genehmigt. Die Tiere waren im
Zentralem Tierlabor der Medizinischen Fakultit und in der Tierhaltung der experimentellen
Gynékologie und Geburtshilfe in Magdeburg artgerecht untergebracht. Sie wurden einem
wechselnden 12-stiindigen Licht-/Dunkelheitsrhythmus ausgesetzt. Die Tierkdfige wurden

einmal wochentlich gereinigt. Wasser und Futter standen den Méusen ad libitum zur Verfii-

gung.

11.2 Methoden

11.2.1 Trophoblastenisolierung aus Plazentagewebe und Kultur

Das plazentare Gewebe wurde in PBS (Phosphate buffered saline; PAA Laboratories, Colbe,
Deutschland) gewaschen und mit einem Skalpell zerkleinert. AnschlieBend wurde es 30 min
in der Verdaulosung bei 37 °C in einem Schiittelwasserbad inkubiert. Die Gewebesuspension
wurde durch ein 100 pl Zellsieb gefiltert um groere Bindegewebsreste zu entfernen. Es folg-
te die Zentrifugation der Suspension bei 1500 rpm fiir 10 min bei Raumtemperatur (RT). Das
entstandene Zellpellet wurde in 4 ml Kulturmedium M199 gelost und die Zellsuspension vor-

sichtig in einem 15 ml Probenrohrchen auf 4 ml LSM geschichtet. Die Losung wurde durch
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Dichtegradientenzentrifugation bei RT bei 1000 rpm fiir 15 min ohne Bremseinwirkung auf-
getrennt und die Trophoblastzellen in der transparenten Interphase angereichert. Die Zellen
wurden in ein 15 ml Probenréhrchen {iberfithrt und zum Waschen mit PBS auf 15 ml aufge-
fiillt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm fiir 10 min bei RT wurde das
entstandene Zellpellet in 10 ml M199 gelost und jeweils 5 ml der Losung in zwei Kollagen
beschichtete Zellkulturflaschen (25 cm?) iiberfiihrt. Die primiren Trophoblastzellen wurden
direkt nach der Isolation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, Gehalt kultiviert. Das von
den Zellen verbrauchte Medium wurde drei Mal wochentlich durch frisches ersetzt. Nach Er-
reichen einer Zelldichte von 90 bis 100 % wurden die Zellen auf neue Kulturflaschen (75
cm’) verteilt. Hierfiir wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit 10 ml bzw. 5
ml (75 bzw. 25 cm?® Kulturflasche) PBS gewaschen, um Mediumriickstdnde vollstindig zu
entfernen. Danach wurden die adhédrenten Trophoblastzellen mit 10 ml bzw. 5 ml Tryp-
sin/EDTA Losung fiir 3 min inkubiert. Trypsin ist ein Enzym das extrazelluldre Proteine spal-
tet und so adhérente Zellen vom Flaschenboden 16st. Die Reaktion wurde mit 10 ml bzw. 5 ml
M199 abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml bzw. 15 ml Probenrohrchen iiber-
fiihrt und bei 1500 rpm fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml M199
geldst und die Zellsuspension eins zu eins auf zwei neue Zellkulturflaschen (75 cm’) aufge-
teilt. Die Kulturflaschen wurden mit weiteren 14 ml M199 aufgefiillt. Die Anzahl der Vertei-
lungen der Zellen auf eine neue Flasche wurde in Passagen beschrieben, diese spiegelten so-

mit das Alter der Zellen wieder.
11.2.2 Zytokeratinfirbung primirer Trophoblastzellen

Fiir die Farbung der Trophoblasten gegen Zytokeratin wurde das Medium aus den 25 cm’
Zellkulturflaschen abgenommen, in der die adhdrenten Zellen bis zur vollstindigen Konfluenz
gewachsen waren. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 5 ml eines kalten 1 zu 1
Aceton-Methanol Gemisches fiir 20 min fixiert. Nach zweimaligem Waschen in jeweils 5 ml
PBS erfolgte die Behandlung mit 3 % Wasserstoffperoxid in Methanol. Nach der Blockierung
unspezifischer Bindungen durch die Inkubation der Zellen mit 1,5 % Pferdeserum in PBS fiir
20 min bei RT konnte der primare Antikdrper gegen Zytokeratin aus Maus (1 zu 100 Verdiin-
nung in 5 % BSA in TBS) fiir 30 min auf die Zellen gegeben werden. Nach zweimaligem Wa-
schen mit 5 ml PBS wurden die Zellen mit dem sekundédren Antikorper (1 zu 300 Verdiinnung
in 5 % BSA in TBS) inkubiert. Dieser aus Ziege gegen Maus gerichtete Antikdrper war bioti-

nyliert und interagierte spezifisch mit dem priméren Antikorper. Es folgten zwei Waschschrit-
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te mit 5 ml PBS und anschlieBend die Inkubation mit dem ABC Reagenz. Dieses enthielt eine
Peroxidase, die liber Avidin an das Biotin des sekundidren Antikérpers gebunden wurde. Die
Zellen wurden zweimalig mit PBS gewaschen und das AEC-Substrat fiir 7 min zugefiihrt.
Dieses wird durch die Peroxidase umgesetzt, wodurch es zu einem rotbraunen Farbumschlag
am Lokus des gesuchten Antigens kommt. Nach weiteren Waschschritten erfolgte die Gegen-

farbung der Zellen mit Hamatoxylin.
11.2.3 Proteinisolation aus Zellen

Die bei -80 °C gelagerten primdren Trophoblastzellen wurden auf Eis aufgetaut. Der Lysisbuf-
fer dient der Aufspaltung der Zellmembranen und Freisetzung intrazelluldrer Zellproteine.
Das aufgetaute Zellpellet wurde mit 30 pl Lysispuffer resuspendiert und die Ldsung
40 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde anschlieend bei 12000 rpm fiir 20 min bei 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand mit den freien Proteinen in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB iiber-

fiihrt. Die Proteinldsung wurde bis zur Quantifizierung 24 h bei -80 °C gelagert.
11.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine wurde photometrisch mittels des BioRad Protein Assays er-
mittelt. Hierfiir wurden die Zellsuspensionen auf Eis aufgetaut und nach griindlicher Mi-
schung 1 zu 10 mit dest. Wasser verdiinnt. Eine aufsteigende Konzentrationsreihe der BSA-
Losung mit 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 und 1 mg/ml in dest. Wasser wurde als Standard-
reihe hergestellt. 10 pl der verdiinnten Proteinlésung und BSA-Standardreihe wurden jeweils
als Doppelbestimmung in die Kammern einer 96-Lochplatte pipettiert. Die in dest. Wasser
1 zu 5 verdiinnte BioRad Losung wurde durch eine 0,2 um Zelluloseacetat Filtereinheit filt-
riert und 200 pl der Losung auf die Proben gegeben. AnschlieBend wurde die Optische Dichte
der Farbreaktion mit einem Mikrotiterplattenleser bei 562 nm gemessen. Aus den Werten der
optischen Dichte der BSA-Standardreihe wurde eine Eichkurve erstellt, mit deren Hilfe die

Konzentration der Proteine nach folgender Gleichung bestimmt werden konnte.

optische Dichte der Probe (bei 562 nm)
Anstieg der Eichgerade

Proteinkonzentration der Probe /mg/ml] =
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11.2.4 Proteinauftrennung mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-Gelelektrophorese)

Isolierte  Proteine wurden mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die bei -80 °C gelagerten Zellsuspensionen wurden auf Eis
aufgetaut. In Doppelbestimmungen wurden jeweils 10 ug Proteinlosung fiir HO-1 bzw. 30 ug
Proteinlosung fiir Bag-1 mit fiinf Anteilen Ladepuffer und dest. Wasser auf ein Endvolumen
von 25 ul gebracht. Das Gemisch wurde fiir 5 min auf 99 °C erhitzt und anschlieBend kurz
zentrifugiert. Die Proteinlosungen und 8 pl eines biotinylierten Markers zum Vergleich des
Molekulargewichts wurden in die Taschen eines Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Das 1 mm
dicke Gel setzte sich aus einem oberen 5 % Sammelgel und einem unteren 10 % Trenngel
zusammen. Die Proteinauftrennung erfolgte bei 100 V, max. 50 mA und RT fiir ca. 4 h. Die

Gele wurden anschlieflend mittels Western Blot weiterverarbeitet
11.2.5 Western Blot

Das Protein tragende Gel wurde luftblasenfrei auf eine Nitrozellulosemembran gelegt. Diese
wurde zuvor 30 sek lang mit Methanol und anschlieBend 2 min mit dest. Wasser behandelt.
Ober und Unterhalb von Gel und Membran wurden des Weiteren jeweils 3 Lagen Filterpapier
und ein Schwamm gelegt. Die durch Transferpuffer die ganze Zeit iiber befeuchteten Lagen
wurden abschlielend in eine Kompressionskasette gepresst. In einer mit Transferpufter aufge-
fiillten Blotkammer erfolgte nun, mit entsprechender Laufrichtung von positiven zum negati-
vem Pol, die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran bei 100 V und max. 350
mA fiir 2 h auf Eis fiir HO-1 bzw. iiber Nacht bei 30 V und max. 100 mA bei 4 °C fiir Bag-1.

11.2.5.1.1 Immundetektion von HO-1

Die gebloteten Membranen wurden iiber Nacht in einer 5 % Milchlosung bei 4 °C ge-
schwenkt, um freie Proteinbindungsstellen zu blockieren und eine spezifische Antikdrperbin-
dung zu ermdglichen. Nach dreimaligen Waschen der Membran fiir 5 min in einem 0,05 %
Tween® haltigem Waschpuffer wurde die Membran mit dem PrimirantikGrper gegen men-
schliche HO-1 (1 zu 500 in 5 % Milch-TBS-Losung) und gegen menschliches GAPDH (1 zu
2000 in 5 % Milch-TBS-Ldsung) als Haushaltsgen fiir 2 h bei RT unter schwenken inkubiert.
Nach erneutem dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem sekunddrem biotiny-
liertem Antikorper aus Ziege gegen Hase (1 zu 1000 in 5 % Milch-TBS-Losung) unter

schwenken bei RT fiir 1 h. Durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer fiir 5 min wurden
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ungebundene Antikorper entfernt und die Membran anschlieBend fiir 30 min unter Schwenken
mit der ABC-Ldsung inkubiert. Diese enthielt die Peroxidase, die iiber Avidin an den biotiny-
lierten sekundiren Antikorper gebunden wurde. Die Membran wurde flir zweimal 5 min in
reinem TBS gewaschen und in dieser Zeit die Elektrochemilumineszenz-Losung (ECL) ange-
setzt. Diese enthdlt Luminol als Substrat fiir die Peroxidase und bedingt das Signal in der en-
zymatischen Reaktion. Die Losung ist sehr lichtempfindlich und wird auf Grund seiner kur-
zen Halbwertszeit durch 1 zu 1 Vermischung aus den zwei Grundlosungen erst kurz vor dem
Gebrauch angefertigt. Es wurden 2 ml der ECL auf die Nitrozellulosemembran gegeben und
mit Hilfe der Chemolumineszenzapperatur 15 min lang alle 60 sek Aufnahmen der Membran

und der sich entwickelnden fluoreszierenden Banden angefertigt.

11.2.5.1.2 Immundetekion von Bag-1

Die tliber Nacht gebloteten Membranen wurden fiir 2 h bei RT in 5 % Milch in TBS geblockt.
Nach dem Waschen der Membran erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper aus Ka-
ninchen gegen menschliches Bag-1 (1 zu 250 in 5 % BSA in TBS mit 0,5 % Tween) iiber
Nacht bei 4 °C unter stdndigem Schwenken. Nach dreimaligem Waschen wurde der sekundére
mit Peroxidase gekoppelte Antikdrper gegen Kaninchen (1 zu 1000 in 5 % Milch-TBS) fiir
2 h bei RT auf die Membran gegeben. Es erfolgte das Waschen der Membran und die an-
schlieBende Inkubation mit der ECL und Entwicklung der Membran in dem Chemilumines-
zenzapparat. Als Proteinprodukt des Haushaltsgenes wurde B-Aktin verwendet, welches
unabhingig von Bag-1 visualisiert wurde. Die Membran musste hierfiir mit dem Stripping-
Pufter fiir 6 min inkubiert werden. Dieser Puffer 16st die spezifischen Bindungen des priméren
Antikorpers am Zielprotein und ermdoglicht die Wiederverwendung der Membran. Nach drei-
maligem Waschen der gestrippten Membran in TBS fiir 5 min konnte die Inkubation mit dem
primédren Antikorper gegen B-Aktin aus Maus (1 zu 10000 in 5 % Milch-TBS) fiir 1 h bei RT
erfolgen. Die Membran wurde anschlieBend gewaschen und mit dem sekundéren Ziege gegen
Maus Antikorper (1 zu 1000 in 5 % Milch-TBS) fiir eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Die

Entwicklung und Auswertung erfolgte wie zuvor fiir HO-1 und Bag-1 beschrieben.

11.2.6 Lymphozytenisolierung aus Milz und Lymphknoten

Die in 1 ml RPMI-Medium auf Eis gelagerten Mausorgane wurden zusammen mit weiteren
4 ml RPMI mittels eines Spritzenstempels durch ein 100 um Zellsieb gerieben. Die so erhal-

tene Zellsuspension wurde in einer 6-Lochplatte aufgefangen und in ein 50 ml Probenrdéhr-
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chen tiiberfiihrt. Die Suspension wurde anschlieBend mit Lysispuffer auf 50 ml aufgefiillt und
10 min bei RT inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 1200 rpm fiir 10 min bei 4 °C konnten
lysierte Erythrozyten im Uberstand vom Zellpellet getrennt werden. Das vorwiegend Lym-
phozyten enthaltende Zellpellet wurde in 10 ml RPMI-Kulturmedium resuspendiert und die
Losung erneut bei 1200 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Nach diesem Waschschritt
wurden die Lymphozyten bis zur weiteren Verarbeitung in 1 ml RPMI in einem 1,5 ml Reak-

tionsgefdl3 auf Eis gelagert.
11.2.7 Lymphozytenisolierung aus der Dezidua

Das zerkleinerte Deziduagewebe wurde mit HBSS/DDT (0,014 g/l DDT) auf 50 ml aufgefiillt
und bei 20°C im Wasserbad fiir 20 min geschwenkt. Zusétzlich wurde das Probenrdhrchen
nach 10 min kurz geschiittelt. Die Behandlung mit DDT bewirkt die Auflockerung des Gewe-
bes und somit die Freisetzung von Lymphozyten. Der Uberstand der Losung wurde mit Hilfe
einer Pasteurpipette durch ein 100 pm Zellnetz in ein weiteres 50 ml Probenréhrchen gefiltert
und bei 1200 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Das durch Absaugen des Uberstandes
gewonnene Zellpellet wurde auf Eis gelagert. Die iibrigen Gewebereste im ersten Probegefaf3
wurden erneut mit HBSS auf 50 ml aufgefiillt und wieder ins Wasserbad verbracht. Die Pro-
zedur wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Das so nach dem dritten Zentrifugationsschritt
erhaltene Zellpellet wurde in 5 ml RPMI gel6st und in einem 15 ml Probengefal3 auf 3 ml
Ficolite M® geschichtet. Durch Dichtegradientenzentrifugation bei 2400 rpm bei 4°C fiir
20 min ohne Bremseinwirkung konnten die Lymphozyten von anderen Zellen der Suspension
getrennt und in der Interphase angereichert werden. Die Lymphozytensuspension wurde mit-
tels einer Pasteurpipette in ein weiteres 15 ml Probengefaf3 tiberfithrt und mit 8 ml RPMI ge-
waschen. Das nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 1200 rpm bei 4 °C und Verwerfen des
Uberstandes erhaltene Zellpellet wurde in 1 ml RPMI-Kulturmedium gelst und bis zur Wei-

terverarbeitung auf Eis belassen.
11.2.8 Extrazellulire Farbung von Lymphozyten aus Milz, Lymphknoten und Dezidua

Die pro Organ isolierten Lymphozyten wurden auf jeweils zwei Rundbodenréhrchen verteilt.

Nach dem Waschen in 1 ml FACS-Puffer und zentrifugieren bei 1200 rpm bei 4 °C fiir 10 min

wurde der Uberstand abgesaugt und es erfolgte die Firbung. Die spezifischen mit unterschied-

lichen Fluorochromen markierten Antikorper (Tabelle 5) wurden 1 zu 100 in FACS-Puffer

verdiinnt und jeweils 100 ul der Losung bzw. fiir die negativ Kontrolle 100 ul FACS-Pufter
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auf die Zellsuspension gegeben. Zur optimalen Bindung der Antikérper folgte ein Inkubati-
onsschritt von 30 min bei 4 °C in Dunkelheit. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml
FACS-Puffer, Zentrifugation bei 1200 rpm bei 4 °C fiir 10 min und Absaugen des Uberstandes
wurden die Zellen mit 100 pl FACS-Puffer aufgefiillt. Es folgte die Messung am Durchfluss-
zytometer, wobei eine gefarbte Probe immer gegen die entsprechende ungefirbte Probe als

Kontrolle gemessen wurde.

Tabelle 5: Verwendete Fluorochrome mit Extinktions- (Ex) und Emmissionsmaxima (Em), sowie den kon-
jugierten Antikorpern.

(Quelle: http://www.bdbiosciences.com/documents/Multicolor Fluorochrome_Specs.pdf)

Farbstoff Ez(nlrrrllﬁ;x EI(IIII IIllll)ax konj u(ggieegrzflr 1\iﬁlz:ltlisl;iirper
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) 494 519 Anti-CD4
Phycoerythrin (PE) 496, 564 578 Anti-I-A/I-E (MHC 1II)
Phytoerytrincyanin(PE-Cy™7) | 496, 564 785 Anti-CD8
Allophycocyanin (APC) 650 660 Anti-CDl1l1c

11.2.9 Zytokinbestimmung in Zellkulturiiberstinden

Um die Konzentration der Zytokine bestimmen zu konnen, wurde eine Standardreihe als Re-
ferenz verwendet. Hierfiir wurde das Standardkonzentrat in einem 15 ml Reaktionsgefdl in 2
ml Verdiinnungslosung aufgelost. Die Losung wurde 15 min bei RT inkubiert und dann 1 zu 1
in 300 pl Verdiinnungslosung zu folgenden Konzentrationen verdiinnt: 5000, 2500, 1250, 625,
312, 156, 80, 40, 20 und 10 pg/ml. Als Negativkontrolle wurde die reine Verdiinnungslosung
verwendet. Die einzelnen Losungen der capture beads wurden jeweils 10 pl pro Probe in ei-
nem 15 ml Reaktionsgefd3 gemischt. Die Proben wurden wihrenddessen auf Eis aufgetaut.
Zur Messung wurden jeweils 50 pl der capture beads, 50 ul der Probe bzw. des Standards und
50 pl der PE-Detektionslosung in ein Rundrohrchen pipettiert. Die Detektionslosung enthielt
die PE gebundenen Antikorper, die spezifisch an das bereits am capture bead gebundene An-
tigen gebunden haben. Der Ansatz wurde 3 h in Dunkelheit bei RT inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt, bei dem 1 ml Waschpuftfer auf Proben und Standard pipettiert wurde. Nach der
Zentrifugation bei 1000 rpm, 4 °C fiir 5 min wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und
auf die verbleibende Probe 300 pl Waschpufter gegeben. Die Proben wurden nach kurzem

vortexen am Durchflusszytometer FACS-Calibur gemessen.
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11.2.10RNA Isolation aus Gewebe

Aus der Milz und der Plazenta der Méduse wurde RNA isoliert. Zu den schockgefrorenen Or-
ganen wurde 600 pl kaltes Trizol® in ein 2 ml Reaktionsgefdll gegeben und das Gewebe mit
dem Homogenisator zerkleinert. Diesem Gemisch wurden 200 ul Chloroform zugefiihrt und
die Reaktionsgefafe fiir eine gute Durchmischung einige Male invertiert. Es folgte die Zentri-
fugation bei 12200 rpm bei 4 °C fiir 15 min. Durch das Chloroform bilden sich 3 Phasen aus,
die untere Phase enthdlt DNA und Protein, darauf folgt eine Interhase und in der oberen kla-
ren Schicht die RNA. Diese wurde vorsichtig abgenommen, in ein 1,5 ml RNase freies Reak-
tionsgefal iiberfiihrt und mit der gleichen Menge Isopropanol zur Fillung der RNA aufgefiillt.
Die RNA wurde iiber Nacht bei -80 °C eingefroren, um ihre vollstindige Prizipitation zu er-
reichen. Am folgenden Tag wurden die noch gefrorenen Proben direkt bei 12200 rpm bei 4 °C
fiir 10 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte das zweimalige Waschen
des RNA Pellets mit kaltem, 80 % Ethanol und anschlieBendem Zentrifugationsschritt bei
9500 rpm bei 4 °C fiir 5 min. Die Pellets wurden einige Minuten luftgetrocknet und anschlie-

fend in 11 pl RNase freiem Wasser resuspendiert.
11.2.10.1 Bestimmung der RNA Konzentration

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt. Hierfiir wurde eine 1 zu 200
Verdiinnung der RNA in RNase freiem Wasser angefertigt. Die Extinktion wurde bei einer
Wellenlidnge von 260 nm (RNA- und DNA-Absorptionsmaximum) und 280 nm (Proteinan-
teil) bestimmt. Der Quotient der beiden Werte spiegelt die Reinheit der RNA wieder und soll-
te zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ausgehend von der Annahme, dass eine Extinktion von 1 bei

260 nm 40 pg/ml RNA entsprechen, wurde die Konzentration der RNA bestimmt.
11.2.11 ¢cDNA Synthese aus mRNA mittels reverser Transkription

Aus der aus Mausorganen gewonnenen RNA wurde cDNA synthetisiert. Die RNA Proben
wurden auf Eis aufgetaut und 2 pg RNA in ein 200 pl RNase freies Reaktionsgefal3 tiberfiihrt
und mit RNase freiem Wasser auf 18 pl aufgefiillt. Nach der Zugabe von 2 pl Primern, kur-
zem Vortexen und Zentrifugieren erfolgte die Inkubation der Losung bei 75°C fiir 10 min im
Thermocycler. Die Anlagerung des Primers an das poly-A-Ende der mRNA wurde so ermdg-
licht. Die Proben wurden 10 min auf Eis gelagert und anschlieend jeweils mit einem Mix aus

8 ul Reverse-Transkriptase Puffer, 4 pul RNase freiem Wasser, 4 pl 2,5 mM dNTPs (Phosphor-
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Desoxyribonukleotide), 2 ul DNase und 0,5 pl RNase Inhibitor pro Ansatz versehen. In den
folgenden Inkubationsschritten bei 37 °C fiir 30 min und 75 °C fiir 5 min erfolgten der Abbau
der eventuell vorhandenen DNA mittels der DNase und deren Denaturierung. Die Proben
wurden nun fiir 10 min auf Eis gekiihlt und es wurden jeweils 1 pl reverse Transkriptase und
1 ul RNase Inhibitor zugegeben. Die reverse Transkription fand anschlieBend bei 42 °C fiir 60
min statt. Die abschlieBende Erwdarmung der Proben auf 94 °C fiir 5 min hatte die Denaturie-
rung und Inaktivierung aller vorhandenen Enzyme in den Ansédtzen zum Ziel. Die Proben

wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

11.2.12Real-Time PCR mit TagMan

Mit Hilfe der TagMan Methode wurden iiber den cDNA Syntheseschritt die Mengen der
mRNA von HO-1, IL-4, IL-10, TNF-a und Bag-1 in der Mausplazenta und der Milz quantifi-
ziert. Hierzu wurden zu 1 pl der zu untersuchenden cDNA jeweils 6,25 pl des TagMan Rea-
genz, 3 pul des entsprechenenden Primer Mix, 0,5 ul der Sonde und 2,25 pl Wasser gegeben.
Als Negativkontrolle diente ein Ansatz aller Reagenzien mit Wasser an Stelle von cDNA. Jede
Messung erfolgte als Doppelbestimmung und in jeder Probe wurde zusétzlich zur Ziel-DNA

B-Aktin als Referenz-DNA bestimmt.

11.2.13Real-Time PCR mit SYBR®-Green

Mit dem Prinzip nach SYBR®-Green wurde die Expression von IL-6 in der Mausplazenta
bestimmt. Hierfiir wurden zu 1 pl der zu untersuchenden cDNA, 6,25 ul SYBR®-Green Mas-
termix, 3 pl Primermix, 0,5 pl Fluoreszin und 3,25 pul Wasser gegeben. Als Negativkontrolle
diente ein Ansatz aller Reagenzien mit 1 pl Wasser an Stelle der cDNA. Alle Proben wurden

als Doppelbestimmung gemessen und zusétzlich B-Aktin als Referenz DNA bestimmt.

11.2.14Auswertung der Real-Time PCR

Fiir die Auswertung der Real-Time PCR wird der Cr-Wert (Threshold-Cycle) herangezogen.
Zusétzlich zur Ziel-DNA wurde eine Referenz-DNA mitbestimmt, in diesem Fall B-Aktin. Es
handelt sich dabei um ein konstitutiv exprimiertes Genprodukt, das in jeder Probe in dhnlicher
Konzentration vorliegen sollte und auch als Haushaltsgen (housekeeping gen) bezeichnet
wird. Mit Hilfe der beiden Cr-Werte kann die relative Menge der Ziel-DNA zur DNA des

Haushaltsgenes bestimmt werden. Folgende Berechnung wird dazu herangezogen.
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ACT =

/CT 1 —CT2/Ziel-Gen (CTI —CT2)Haushaltsgen
2 B 2

Relative Expression = 2ACT

11.3 Zytokinkonzentrationen in Uberstiinden primirer Trophoblasten nach LPS

Stimulation

Tabelle 6: Trophoblasten von Abbriichen und Aborten produzieren die gleichen Mengen 1L-2, IL-4, IL-10
und IFN-y. Humane Erst-Trimester Trophoblasten in Kultur wurden fiir unterschiedliche Zeitdauern (0 h, 2 h,
4h,8h, 12 h, 24 h, 48 h) mit LPS Stimuliert. Die Uberstinde wurden konzentriert und mittels des BD Cytomet-
ric Beat Array® auf den Gehalt von Zytokinen untersucht. Dargestellt sind die Konzentrationen von
IL-2, IL-4, IL-10 und IFN-y in den Uberstinden von Trophobastzellen aus Gewebe von Abbriichen und sponta-
nen Aborten. Es zeigten sich keine Unterschiede in den Gruppen oder zwischen Kontrolle und LPS Behandlung.
Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (M + SD) und zughdriger GruppengrdfBe (n) abgebildet.
Der Vergleich der Gruppen gegen Behandlung und Zeit wurde mit dem Two-Way ANOVA Test durchgefiihrt. Es

wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

IL-2 Abbruch Abort

Zeit (h) | Kontrolle (M £SD) | n | LPS (M +SD) | n | Kontrolle (M £SD) | n | LPS (M +SD) | n
0 1,57 1,90 6 1,62 £1,66 |7 1,11 £1,09 51 0,96+0,76 |6
2 1,66 £1,76 6 1,80£1,82 |6 0,93 +£0,97 7 1,22 0,96 | 7
4 1,61 £1,94 6 1,00 +0,56 |5 0,67 £1,09 6 1,01 £1,06 |7
8 1,64 £1,95 6 1,76 £2,06 | 5 0,79 £1,08 7 1,02+1,10 |7
12 1,73 £1,55 7 1,43 £1,54 |7 0,98 +1,17 6 1,28+1,12 |7
24 1,54 £1,76 6 1,62+1,87 |6 1,24 £1,05 71 067+149 |6
48 1,61 £1,67 6| 204+1,89 |5 1,35 +1,07 7 1,06 +1,33 |5

1L-4 Abbruch Abort

Zeit (h) | Kontrolle (M £SD) | n | LPS (M +SD) | n | Kontrolle (M £SD) | n | LPS(M £SD) | n
0 4,19 +5,89 71 3,83x6,14 |7 1,71 £1,53 6 1,47 £1,37 6
2 4,63 £5,92 6| 405+529 |7 1,90 £1,36 7 1,93 +1,36 7
4 3,92 5,77 7 1,58+1,65 |5 1,94 £1,62 7 1,78 £1,76 7
8 3,56 £5,30 7| 4674589 |6 1,83 £1,49 71 2,46+£1,28 7
12 3,99 45,61 71 4,09+538 |7 2,41 £1,56 71 2,02+1,85 7
24 4,09 £5,45 71 4,45+554 |7 1,94 +1,44 71 2,35+1,30 7
48 4,44 +6,05 6| 4754583 |6 2,64 £1,08 71 2,15+1,79 7
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Fortsetzung Tabelle 6
IL-10 Abbruch Abort
Zeit (h) | Kontrolle (M £SD) | n | LPS (M £SD) | n | Kontrolle (M +£SD) | n | LPS M |n
+SD)

0 6,02 +8,26 6| 5124790 |7 1,53 +1,80 6 2,10£1,02 | 6
2 6,05 £8,22 6| 5777449 |7 1,97 £1,57 7 2,10%1,67 |7
4 4,76 +6,84 71 5,01+46,70 |7 2,19 +1,39 7 2244143 |7
8 5,17 £7,29 7 5524717 |7 2,75 £2,52 7 2,66 +239 |7
12 5,50 £7,28 71 537+£7,30 |7 5,15 +6,94 7 3,00+1,87 |7
24 5,94 £7,22 71 6,18£725 |7 5,87 £9,79 7 6,00 6,55 |7
48 5,42 £7,67 71 10,41+11,43 | 6 5,07 £5,32 7 | 8,19+11,29 |7

IFN-y Abbruch Abort

Zeit (h) | Kontrolle M £SD) | n | LPS(M £SD) | n | Kontrolle M £SD) | n | LPS M |n

+SD)

0 2,94 +1,54 71 291+£2,12 |6 1,75 +1,81 6 1,62 40,82 | 6
2 2,48 £2,05 6| 2,83=£1,66 |6 2,58 £1,85 7 2224136 | 7
4 2,47 £1,78 6| 2,62=+132 |7 2,62 +£1,24 7 2,57+1,52 | 7
8 2,52 +1,32 71 2,74£135 |7 2,43 £1,71 7 2,35 +1,63 7
12 3,01 £1,85 71 297£1,69 |7 2,86 £1,50 6 2,54 +1,38 | 7
24 3,21 £1,47 6| 3,03£1,34 |7 2,43 £1,76 7 2,83 £1,51 7
48 2,62 £1,93 71 3,02£1.44 |6 2,98 £1,36 7 2,06£1,82 | 7

11.4 Bag-1 Expression in Plazenten von Hmox1 " Miusen

Tabelle 7: Bag-1 Expression in der Plazenta von triichtigen HmoxI"" Miusen. Plazenten von HmoxI™” Weib-

chen wurden am 9. Schwangerschaftstag mittels Real-Time PCR auf ihre relative Expression von Bag-1 unter-

sucht. Die Tiere erhielten am 7. Schwangerschaftstag eine 0,1 ng LPS oder PBS i.p. Injektion. Fiir jedes Tier

sind die Rohdaten dargestellt. Eine statistische Auswertung war auf Grund der zu geringen Gruppenstérke nicht

moglich.
i.p. Injektion Bag-1 relative Expression (2°°") in der Plazenta
PBS 0,4 0,86 0,36
-/- s 5 ’
Hmoxl LPS 0,62
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