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Zusammenfassung

Zusammenfassung: Allergeninduzierte = Transmitterfreisetzung in der
menschlichen Plazenta als mogliche Rolle fur die Fetale Programmierung von
Allergien in utero

Fragestellung: Verschiedene Studien zeigten, dass fur die spatere Entwicklung von
Allergien das Milieu in utero fur den Feten eine entscheidende Rolle spielt, da hier
der FoOtus bereits Allergenen ausgesetzt ist.  Eine deziduale Zytokin- und
Histaminproduktion der Mastzellen kann die Entstehung von Immunantworten
beeinflussen. Genaue intraplazentare Mechanismen und verantwortliche Mediatoren
sind noch unbekannt.

Methoden und Materialien: In dieser Dissertation untersuchten wir Unterschiede in
der Zytokinproduktion und Transmitterfreisetzung der Plazenta nach Kontakt mit
einem relevanten Allergen bei allergischen und nichtallergischen Mduttern. Hierzu
entwickelten wir ein Plazentaperfusionsmodell, um simultan zwei getrennte
Kotyledone einer Plazenta mit allergenenthaltendem Medium (Apfel, Hausstaub oder
Milcheiweil3) einerseits und allergenfreiem Medium andererseits zu perfundieren. Zur
Evaluierung dieses Modells fugten wir den Mastzell-Degranulator Compound 48/80
zum System hinzu, um zu prufen, ob eine selektive Histaminfreisetzung aus
plazentarem Gewebe von gesunden Muttern moglich ist. Die Kotyledone allergischer
und gesunder Mdutter wurden fur 5 Stunden perfundiert, wobei aller 10 Minuten
Proben aus dem Perfusionsmedium entnommen wurden. In den gesammelten
Proben analysierten wir die Freisetzung von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o und IFN-y
mittels eines Cytometric Bead Array. Die Histaminkonzentration wurde nach
Extraktion und Bindung an o-Phthalaldehyd per Spektofluorometrie bestimmit.
Ergebnisse: Nach Zugabe von Apfelallergen und in geringerem Malle auch nach
Haustaubmilbenallergen in das Perfusionsmedium konnte eine zeitabhangige
Freisetzung von TNF-q, IL-6 und in geringerem MalRe auch IL-10 wesentlich friher
und zu héheren Konzentrationen bei allergischen Muttern gemessen werden. In der
Expression von anderen Interleukinen und Histamin ergaben sich keine signifikanten
Anderungen.

Schlussfolgerung: Allergenkontakt ruft in der Plazenta eine veranderte
Zytokinsekretion hervor und konnte somit Einfluss auf die Reifung des kindlichen
Immunsystems nehmen oder auch zu Stérungen im immunologischen Gleichgewicht

zwischen Mutter und Fetus fuhren.



1. Einleitung

1. Einleitung

Epidemiologisch betrachtet ist in den Industrielandern in den letzten Jahrzehnten ein
deutlicher Anstieg der Pravalenz allergischer Erkrankungen, wie atopisches Ekzem
und Asthma bronchiale zu verzeichnen [Aberg et al 1995, Asher et al 2006, Burr et
al 1989]. Circa 30 Millionen Menschen leiden heutzutage alleine in Deutschland an
einer Allergie, das entspricht fast einem Drittel der gesamten Bevdlkerung.

Die Ursachen der Haufigkeit allergischer Erkrankungen sind nicht genau bekannt, es
werden jedoch zahlreiche Hypothesen vertreten, wie eine vermutete genetische
Pradisposition oder die Forderung allergischer Erkrankungen in frahen
Kindheitsjahren durch Ubertriebene HygienemalRnahmen [Riedler et al 2001; Croner
et al 1996; Gruber et al 2002, Jenmalm et al 1998].

Ein weiterer neuer Aspekt der Untersuchung bezieht sich auf die Rolle des ,Fetal
Programming®, das heil3t der Pragung lebenslanger Kranksheitsveranlagungen, in
diesem Falle von Allergien, bereits im Mutterleib durch ein gestdrtes intrauterines
Milieu [Barker 1998]. Diese Vermutung stutzt sich auf die Tatsache, dass das Risiko
fur Kinder an einer Allergie zu erkranken bei allergischen Muttern hoher ist als bei
allergischen Vatern [Herz et al 2003]. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass
maternaler, also pranataler Kontakt auf Bauernhdfen zu Heu und Stallungen das
Risiko fur allergische Atemwegserkrankungen und Ekzemen reduzieren kann
[Douwes et al. 2008], wahrenddessen dies in spateren postnatalen Lebensphasen
wesentlich schwachere Effekte erzielte [Ege et al 2006, Lampi et al 2011].

Ebenfalls als bewiesen gilt der Ubertritt von Allergenen in den fetalen Kreislauf je
nach Molekulargewicht und Schwangerschaftsalter [Loibichler et al 2002; Edelbauer
et al. 2003].

Wie genau allerdings diese Mechanismen beim Feten zu einer Beeinflussung der
Allergieentwicklung zusammenwirken ist weitgehend unbekannt und Gegenstand
anhaltender Forschungen.

In den folgenden Unterkapiteln werden zum besseren Verstandnis der Inhalte dieser
Dissertation die Grundzige des Immunsystems und der allergischen Erkrankungen
erlautert und im weiteren Verlauf der Einfluss des Abwehrsystems im

Schwangerschaftsverlauf sowie die Thesen des ,Fetal Programming® besprochen.
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1.1. Immunsystem

1.1.1. Uberblick

Das Immunsystem des Menschen hat zur Aufgabe, potentiell pathogene Keime mit

spezifischen Mitteln abzuwehren, indem es diese Mikroorganismen erkennt,
attackiert und schliel3lich eliminiert. Es existieren viele Mikroorganismen, die fur den
Menschen krankheitsverursachende Bedeutung haben konnen, wie Bakterien, Viren
und Parasiten, aber auch mit kdrpereigenen Verbindungen assoziierte Strukturen.
Um diese Keime erkennen zu kénnen, muss die Immunabwehr in der Lage sein,
zwischen korperfremden und daher moglicherweise schadlichen und korpereigenen
Strukturen zu unterscheiden [Janeway et al 2005].

Einteilen lasst sich das Immunsystem in zwei sich einander erganzende Bereiche,
die angeborene oder unspezifische und die adaptative, spezifische Immunabwehr.
Deren Mechanismen laufen sowohl auf zellularer als auch auf nicht zellularer,
humoraler Ebene ab und werden durch eine Vielzahl unterschiedlicher und sehr
spezialisierter Abwehrzellen vertreten. Die einzelnen Zelltypen lokalisieren sich nicht
nur in einem Organ, sondern befinden sich je nach Entwicklungsstand in den
primaren Immunorganen (Knochenmark, Thymus) und den sekundaren Organen, wie
den Lymphknoten, der Milz und den Geweben des MALT (mucous membrane
associated lymphoid tissue) [Buhling et al 2000].

Dabei entstehen alle Zellen des Abwehrsystems aus einer hamatopoetischen
Stammzelle im Knochenmark, aus der Uber verschiedene weitere Entwicklungsstufen
Zellen der myeloiden und der lymphoiden Entwicklungsreihe hervorgehen (s. Abb.
1.1.) Zum besseren Verstandnis der folgenden Kapitel seien in der Tabelle 1.1. die
Hauptaufgaben der wichtigsten Immunzellen kurz erlautert (adaptiert nach Piper
2007).
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Abb. 1.1.: Uberblick tiber die Entwicklung der Abwehrzellen

Tabelle 1.1.: Zellen des Immunsystems und ihre Aufgaben (adaptiert nach Piper 2007 und Janeway 2005)

Immunzelle

Funktion

Neutrophile Granulozyten

Abwehr bakterieller Infektionen durch Chemotaxis
(gerichtete Bewegung zum Entziindungsherd),
Phagozytose, Sekretion von Zytokinen

Basophile Granulozyten
(im Gewebe Mastzellen)

Allergische Reaktion (IgE vermittelt) Freisetzung von
Entzlindungsmediatoren wie Histamin, Heparin,
Leukotrienen)

Eosinophile Granulozyten

Verstérkung allergischer Reaktionen, Abwehr gegen
Parasiten

Monozyten (im Gewebe Makrophagen)

Phagozytose,

Entzlindungsreaktion, Antigenprasentation,

Elimination von Tumorzellen, Beseitigung nekrotischen
Materials

Dendritische Zellen

Antigenprasentation,
Aktivierung von T- u. B-Lymphozyten, immunologische
Toleranz gegeniiber kérpereigenen Strukturen

B- Lymphozyten (nach Aktivierung Plasmazellen genannt)

Antikérperproduktion

T-Lymphozyten
(T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen,
T-Suppressorzellen, Memory-T-Zellen)

Erkennen présentierter Antigene,
Aktivierung von B-Zellen und Makrophagen,
Regulation der Immunabwehr,
Immuntoleranz,

Gedachtnisfunktion

Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen)

Abwehr virusinfizierter Zellen und Tumorzellen




1. Einleitung

1.1.2. Aufbau des Immunsystems

1.1.2.1. Angeborene oder unspezifische Immunabwehr

Die angeborene Immunitat stellt eine Protektion des Korpers vor Krankheitserregern
durch ein jederzeit einsatzbereites und schnellstens wirksames, angeborenes
Abwehrsystem dar. Somit ist es diesen Abwehrmechanismen moglich, pathogene
Keime abzuwehren, ohne vorher in direkten Kontakt mit den Erregern getreten zu
sein. Die unspezifische Immunabwehr ist dabei ebenfalls in der Lage, kérperfremde
von korpereigenen Zellen zu unterscheiden, indem die sich auf jeder kernhaltigen
Korperzelle befindenden Oberflachenmolekile vom Typ HLA | (Human Leucocyte
Antigen |, hierbei meist als HLA-A, -B oder -C) als korpereigen erkannt und nicht
abgewehrt werden. Die Gene auf denen die HLA-Proteine kodiert sind, werden als
MHC (Mayor Histocompatibility Complexes) bezeichnet. Die HLA Klasse Il Antigene
sind nicht auf allen Korperzelloberflachen vorhanden, sondern werden insbesondere
von Zellen der Immunabwehr, wie Monozyten/ Makrophagen und B-Lymphozyten

exprimiert.

Zu den wichtigsten Komponenten der angeborenen Abwehr zahlen [adaptiert nach
Piper 2007]

- anatomische und physikalische Barrieren:
Hierzu zahlen zum Beispiel die mechanische Schranke fir Mikroorganismen
durch Epithelien oder die Produktion von Abwehrstoffen an der Oberflache von
Haut und Schleimhauten, wie Fettsauren der Haut, Lysozyme im Speichel oder
Pepsin im Darm. Weiterhin sorgt die normale Bakterienbesiedlung mit
apathogenen Keimen vieler epithelialer Oberflachen im Korper dafur, dass
schadigende Keime verdrangt und in ihrem Wachstum eingeschrankt werden.

- Phagozytose
Uberwinden Mikroorganismen die physikalischen Barrieren von Zellen, kénnen
sie durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten abgefangen werden. Diese
Immunzellen erkennen die pathogenen Keime anhand Dbestimmter

unveranderlicher  Oberflachenstrukturen (sog. pathogen-associate molecular
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patterns) und kdonnen diese dann phagozytieren (intrazellular aufnehmen) und

damit elimieren [Janeway et al 2005].

-  Komplementsystem
Zu den humoralen d.h. nicht zellular ablaufenden Abwehrreaktionen zahlt ein
System aus zahlreichen Plasmaproteinen (C1-C9, Faktoren B, D und MBL), die
eine proteolytische Kaskade in Gang setzen, deren Endprodukt, ein
membranangreifender Proteinkomplex, Bakterien durch die Perforation ihrer

Membran abtotet.

- Entziindungsreaktionen durch Zytokinfreisetzung aus Makrophagen
Makrophagen koénnen durch pathogene Keime nicht nur zur Phagozytose,
sondern auch zur Sekretion von bestimmten entzindungsférdernden
Botenstoffen (den Zytokinen) stimuliert werden. Ein Beispiel hierfur findet sich in
der aulReren Membran gramnegativer Bakterien, die Lipopolysaccharide (LPS)
enthalt. Diese werden im Blutplasma an Proteine gebunden (LPS-bindende
Proteine), die wiederum an den Makrophagenrezeptor CD14 anheften konnen.
Durch Assoziation mit einem transmembrandsen Rezeptor, dem TLR-4 (Toll-like
receptor 4) wird die Sekretion von Zytokinen wie unter anderem dem
Tumornekrosefaktor-o. induziert. Diese fuhren zu entzundlichen Prozessen, wie
der Aktivierung des Gefallendoethels mit erhdhter Gefallpermeabilitat und damit
zum vermehrten Zustrom von Plasmaproteinen und weiteren Abwehrzellen zum
Entzindungsherd. Dadurch kommt es zur Entstehung von Fieber, bei

systemischer Freisetzung zum septischen Schock [Rivest et al. 2000].

- Infektabwehr durch natiirliche Killerzellen
Virusinfizierte Korperzellen werden durch naturliche Killerzellen Gber aktivierende
Rezeptoren eliminiert. Inhibierende Rezeptoren, die an den
Oberflachenmolekulen der HLA-I Proteine angreifen, supprimieren diesen
Killereffekt.

Einen Uberblick tber die wichtigsten von Immunzellen freigesetzten Zytokine und
deren Aufgaben liefert Tabelle 1.2.
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Tabelle 1.2. Uberblick iiber die haufigsten wichtigsten Zytokine und deren Wirkungen [adaptiert nach Janeway

2005 und Biihling 2000]

Name Herkunft Aufgaben
Tumor-Nekrose-Faktor alpha | Makrophagen, | Aktivierung von B- und T-Zellen, Granulozyten und
(TNF-o) Monozyten, Makrophagen mit Stimulierung der Phagozytose,
TH1-Zellen, Ausloser lokaler Entziindungsreaktionen,
einige TH2- Erzeugung von Fieber und Akute-Phase-Proteinen,
Zellen, Aktivierung von Gefallendothelien, Chemotaxis von
Eosinophile Entzindungszellen,
Granulozyten, Sekretion anderer Zytokine
Epithelzellen
Interferon gamma (IFN-y)[ TH1-Zellen, Aktivierung von Makrophagen,
NK-Zellen Vermehrung von B-Zellen,
Suppression von TH2- Zellen,
Virusabwehr
Interleukin 1 (IL-1) Monozyten, Aktivierung von T- u. B-Lymphozyten,
Makrophagen, Makrophagen/ Monozyten, NK-Zellen,
Endothelzellen, | Aktivierung von Gefalkendothel
Epithelzellen, Lokale Gewebsdestruktion,

B-Lymphozyten

Forderung des Zuganges fir Gefalzellen,
Schocksymptomatik, Induktion von Fieber

Interleukin 2 (IL-2) TH1- Zellen Induktion der Differenzierung von B-Zellen,
NK-Zellen Stimulierung der Proliferation von T-Zellen
Interleukin 4 (IL-4) TH2-Zellen Wachstum u. Differenzierung der B-Zellen,
Mastzellen Ig-Switch nach 1gG und IgE,
Hemmen der Makrophagenaktivierung
Interleukin 5 (IL-5) TH2-Zellen, Wachstum u. Differenzierung der B-Zellen,
Mastzellen Regulation der Ig-Freisetzung,
Co-Stimulation fir T-Zellen,
Ausreifung/ Aktivierung von eosinophilen
Granulozyten
Interleukin 6 (IL-6) Makrophagen, Induktion von Fieber und Akute-Phase-Proteinen in
TH2-Zellen der Leber,
Proliferation u. Differenzierung von B-
Zellen, Co-Stimulation fur T-Zellen
Interleukin 8 (IL-8) Makrophagen Chemotaxis von Neutrophilen, Basophilen und T-
Zellen zum Entziindungsherd
Interleukin 10 (IL-10) Makrophagen, Co-Stimulation fur B-Zellen,
Monozyten Hemmung der Zytokinfreisetzung in Makrophagen/
TH2-Zellen, Monozyten (z.B. TNF-a, IL-1 und IL-12),
B-Zellen Hemmung der TH1-Zellen,
Forderung der TH2-Differenzierung
Interleukin 12 (IL-12) Makrophagen Aktivierung von NK-Zellen,
Stimulation der Differenzierung von TH-Zellen
Interleukin 13 (IL-13) TH1-u. TH2- Ig-Isotypumschaltung nach IgE,
Zellen, Hemmung der Zytokinproduktion von
Mastzellen Makrophagen und Monozyten
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1.1.2.2. Adaptive oder spezifische Immunabwehr

Zellen der adaptiven Immunabwehr sind in der Lage, Krankheitserreger uber
spezifische Oberflachenstrukturen (Antigene) zu erkennen und diese gezielt Uber
zellulare Abwehrmechanismen und die Produktion von Antikorpern zu bekampfen.
Hierbei wird ein antigenspezifischer Zellklon gebildet, der durch Gedachtniszellen
langfristig aktiviert werden kann. Dabei werden auch Teilsysteme der unspezifischen
Abwehr in Gang gesetzt, wobei sich beide Formen der Immunantworten erganzen.
Die entscheidenden Komponenten hierbei sind antigenprasentierende Zellen wie
dendritische Zellen, Makrophagen sowie B-Lymphozyten auf der einen und die
immunologischen Effektorzellen, vor allem die T-Lymphozyten (CD4 pos. T-
Helferzellen und die zytotoxischen CD8 pos. T-Zellen) und die antikorperbildenden B-
Lymphozyten auf der anderen Seite.

Bei Erstinfektion erkennen die antikorperprasentierenden Zellen anhand spezifischer
Oberflachenmerkmale die Krankheitserreger, phagozytieren diese und prasentieren
die dabei anfallenden Peptide im Verbund mit neu gebildeten HLA-Molekilen an
ihrer Zelloberflache den spezifischen T-Lymphozyten [Janeway 2005, Buhling 2000].

Aktivierung und Funktion der T-Lymphozyten

T-Zellen wandern nach ihrer Ausreifung und immunologischen Pragung aus der
Thymusrinde Uber die Blutbahn in die sekundaren Immunorgane wie Milz und
Lymphknoten.

Verschiedene Subtypen von T-Zellen lassen sich klassifizieren anhand spezifischer
Oberflachenstrukturen, den sog. Cluster of differentation (CD), wobei mehrerer CD-
Marker auf den jeweiligen Zellen vorkommen. Allen T-Zellen gemein ist die CD3-

Region, die sich neben dem T-Zellrezeptor befindet.

Die wichtigsten Subtypen von T-Zellen sind dabei folgende [nach Buhling 2000]:

T-Helferzellen (TH)

o charakteristischer Marker CD4

o Erkennen von durch HLA-II- Molekllen prasentierten Antigene,
o Induktion der Sekretion von Zytokinen

o Zwei Subtypen:
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= TH1: Aktivierung von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen
uber Sekretion von v. a. IL-2, IFN-y (zellulare Immunantwort)
= TH2: Anregung der Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten

v. a. uber IL-4 und IL-5 (humorale Immunantwort)

Zytotoxische T-Zellen:

J charakteristischer Marker CD8,

o Erkennen und Elimination von HLA- Typ-Il tragenden Zellen tber
Bindung und Freisetzung von zytotoxischen Substanzen z.B. von
infizierten  Zellen, allogenen Zellen (TransplantatabstoR3ung),

Tumorzellen

T-Suppressorzellen (Regulatorische T-Zellen)
o unterschiedliche Marker

o Supprimieren z.B. die Makrophagenwirkung

Memory-T-Zellen
o inaktive antigenspezifische T-Lymphozyten

o erneute Aktivierung Uber Zweitkontakt der T-Zelle mit Antigen

Die Aktivierung der T-Zellen vollzieht sich Uber die Bindung des prasentierten
Komplexes aus Antigen und HLA-Molekul an den T-Zell-Rezeptor. Durch Vermittlung
der CD3-Region wird die T-Zelle zu ihren unterschiedlichen Funktionen animiert. Die
vormals naiven T-Zellen (ohne vorherigen Antigenkontakt) gehen in armierte T-Zellen
(durch HLA-Antigen-Komplexe gebundene und aktivierte T-Zellen) und zur klonalen
Expansion Uber. Die aktivierten CD4+ T-Zellen differenzieren zu den bereits
erwahnten TH1- und TH2- Zellen, die zellulare (TH1) und humorale (THZ2)
Abwehrreaktionen stimulieren. Armierte TH1-Zellen setzen IFN-y frei, das seinerseits
zur Aktivierung von Makrophagen und zur Phagozytose der Erreger fuhrt, die Uber
IL-1 stimulierend auf die TH-1 Zellen zurlckwirken.

Die armierten und an die Oberflache ihrer Zielzellen gebundenen CD8+ T-Zellen
entleeren zytotoxische Granula, die Uber Proteasenfreisetzung in das Zellinnere zum
Zelltod fuhren. Eine weitere Moglichkeit der Abtotung von Zielzellen stellt die

Apoptose (programmierter Zelltod) dar, dabei wird Uber einen spezifischen Liganden
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auf aktivierten CD8+ -Zellen, den Fas-Ligand, Uber Bindung an den Fas-Rezeptor
der Zielzelle eine Fragmentierung der DNA ausgelost. Fuhren diese Mechanismen
zum Absterben der Zielzelle I6sen sich die zytotoxischen T-Zellen und konnen
weitere infizierte Zellen eliminieren.

T-Zellen wie auch Makrophagen zahlen zu den Mechanismen der zellularen
Immunantwort, wo hingegen B-Lymphozyten fur die humorale Immunabwehr mit

Bildung von Antikorpern (Immunglobulinen) verantwortlich sind.

Aktivierung und Funktion der B-Lymphozyten

B-Zellen werden im Knochenmark gebildet und zirkulieren im Blut und den
peripheren lymphatischen Geweben, in denen ihre immunologische Pragung, d.h.
der erste Antigenkontakt reifer, aber noch naiver B-Lymphozyten stattfindet. Hierbei
binden B-Zellen die I6slichen ungebundenen Antigene uber ihren spezifischen B-Zell-
Rezeptor. Um zur Antikorperbildung aktiviert zu werden, wird zumeist eine
Unterstltzung durch T-Helferzellen (TH2) benotigt und nach Internalisierung des
Antigens wird dieses zusammen mit einem HLA-II-Molekll als Komplex auf der B-
Zellenoberflache prasentiert. Hiernach kann eine entsprechende T-Helferzelle binden
und durch Zytokinsekretion (v.a. IL-4, IL-5, IL-10 und TGF-3) zur Aktivierung der B-
Zellen fuhren, resultierend in der Vermehrung (klonale Expansion) und
Differenzierung in eine Antikdrper produzierende B-Zelle (Plasmazelle). IL-4
stimuliert dabei die Bildung von IgE und IgG, IL-5 von IgA und die Produktion von
eosinophilen Granulozyten. IL-4, IL-10 und TGF-[3 fihren zu einem antagonistischen
Effekt auf IL-2 und INF-y und verhindern die Aktivierung von Makrophagen durch
TH1-Zellen.

Im Genom jeder B-Zelle ist die Spezifitat des von ihr gebildeten Antikdrpers
determiniert, es existiert entsprechend der Vielfalt der Antikdrper ebenfalls eine
Vielfalt der B-Lymphozyten. Die B-Zell-Aktivierung kann auch ohne Beteiligung von
T-Zellen ablaufen, indem sich B-Zellrezeptoren nach Bindung an ein Antigen
kreuzvernetzen. Ausloser hierfur sind vor allem sich wiederholende Polysaccharide
an der Oberflache von Bakterien. Die aktivierte B-Zelle bildet dann vor allen
Antikdrper der IgM- Klasse [Buhling 2000, Piper 2007, Janeway 2005].

Eine Ubersicht Uber die verschiedenen Formen der Antikérper sowie ein kurze
Aufzahlung ihrer hauptsachlichen Aufgaben liefert die Tabelle 1.3.
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Tabelle 1.3.: Uberblick iiber Inmunglobuline und ihre Eigenschaften [adaptiert nach Biihling 2000]

Antikérper Funktion

Immunglobulin G (IgG) Bildung drei Wochen nach Erstinfektion,
Infektionsschutz,

Neutralisation von Toxinen, Viren, Bakterien,
plazentagangig,

mdtterliche Immunitat bis zum ca 6.Lebensmonat,
Hauptanteil der Immunglobuline (ca 70-80%),
HWZ 14-21 Tage,

Vorkommen in Korperfliissigkeiten

Immunglobulin A (IgA) Lokale Protektion gegeniber Mikroorganismen in Schleimhéuten/ Sekreten
(Erstantwort) durch Bakteriolyse, Virusneutralisation,

muttermilchgangig,

nicht plazentagangig,

Anteil ca 10-20% aller Inmunglobuline,

HWZ 5 Tage

Immunglobulin M (IgM) Aktivierung des Komplementsystems tber Antigenbindung,
Vorkommen in allen Korperfliissigkeiten, Erstantwort,

nicht plazentagéngig,

Anteil ca 5-10% aller Inmunglobuline,

HWZ 5 Tage

Immunglobulin D (IgD) Interaktion mit T- u. B-Lymphozyten,
Vorkommen in Serum, B-Lymphozyten,
HWZ 2-3 Tage,

Anteil 0,2-1% aller Inmunglobuline,
nicht plazentagangig

Immunglobulin E (IgE) Bindung an Oberflache der Mastzellen und Eosinophilen,

HWZ 1-3 Tage,

nicht plazentagéngig,

Anteil < 1% aller Immunglobuline,

Abwehr v. a. von Wurminfektionen und Parasiten, Mastzelldegeneration bei
allergischen Reaktionen

Bei der primaren Immunantwort werden sowohl von B- als auch von T-Zellen
langlebige Zellklone gebildet, die im Falle eines erneuten Kontaktes mit dem gleichen
Krankheitserreger eine schnellere und starkere Immunantwort bewirken konnen.
Einen weiteren Subtyp der T-Lymphozyten stellen die NK-Zellen dar, die sich auch
aus den lymphatischen Stammzellen im Knochenmark entwickeln und reif im
Blutkreislauf zirkulieren. Sie reagieren nicht auf die Prasentation von Antigenen Uber
HLA-Molekule, sondern binden unspezifisch Partikel, die Uber Immunglobuline als
fremd markiert wurden und toten diese Zellen ab. Bei korpereigenen Zellen allerdings
wird dieser killing“-Mechanismus unterdrickt, da hierbei die auf der Oberflache von
NK-Zellen befindlichen ,killing inhibitory receptors® (KIR) nach Kontakt mit HLA-I
Molekllen aktiviert werden. Somit werden diese HLA-lI exprimierenden
korpereigenen Zellen nicht angegriffen [Markert 2002].
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1.2. Allergie

1.2.1. Definition

Unter Allergie oder auch Hypersensibilitat versteht man die abnorme immunologische

Reaktion eines Organismus auf ein bestimmtes, normalerweise harmloses Antigen
(Allergen), die sich in typischen oft entzindlichen Prozessen aulert.

Allergene sind chemisch gesehen meist einfache oder zusammengesetzte Proteine,
aber auch Polysaccharide und niedermolekulare Substanzen, die sog. Haptene,
wenn sie an Proteinmolekile gebunden auftreten. Unterscheiden lassen sich
Allergene dabei nach ihrem Eintrittsmodus in Inhalationsallergene (z.B.
Tierhaarepithelien, Bluten- u. Graserpollen, Haustaubmilben, Schimmelpilze,
Waschmittel), Ingestionsallergene  (Fleisch, Fisch, Frichte, Pharmaka),
Kontaktallergene (Metalle, Kunstoffe, Chemikalien) und Invasionsallergene
(Insektengifte, Impfstoffe).

[Piper 2007]

1.2.2. Pathogenese allergischer Reaktionen

Jede allergische Reaktion wird durch eine Sensibilisierung, d.h. eine spezifische
Immunisierung gegen das auslosende Allergen verursacht. Dieser Prozess findet
beim ersten Kontakt mit dem induzierenden Agenz statt und verlauft klinisch
symptomfrei, fuhrt aber zur Bildung von Antikérpern oder immunologischen
Gedachtniszellen, die bei erneutem Antigenkontakt oder wenn das Antigen sich nach
erfolgter Sensibilisierung noch im Korper befindet, eine allergische Reaktion
auslosen.

Zumeist werden Antikorper der Klasse IgE gebildet, unter dem Einfluss von
aktivierten TH2-Zellen, die unter anderem IL-4 und IL-13 sezernieren. Diese beiden
Zytokine induzieren die IgE-Antikorperproduktion der B-Lymphozyten. IgE-Antikorper
kommen hauptsachlich im Gewebe vor und sind dort vorwiegend an Mastzellen
gebunden.

Bei nicht allergischen Individuen hingegen resultiert ein Allergenkontakt iberwiegend
mit einer TH1- Zell-vermittelten Immunreaktion, wodurch mehrheitlich Antikérper der
lgG-Klasse gebildet werden, die wesentlich seltener allergische Symptome

hervorrufen. Weiterhin fuhren TH1-Zellen auch eher zu einer Sekretion von IFN-y,
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welches sich wiederum supprimierend auf die durch TH2-Zellen getriggerte IgE-
Synthese auswirkt.

Bei Allergikern resultiert auch die vermehrte IL-10 Sekretion durch TH2-Zellen, die
die Sekretion von IFN-y von TH1-Zellen hemmt, zu einer gesteigerten IgE-
Produktion. Weiterhin sezernieren TH2-Zellen unter anderem auch IL- 5, welches zur
vermehrten Ausreifung und Aktivierung der eosinophilen Granulozyten fuahrt, die

zusammen mit den Mastzellen zu den Effektorzellen allergischer Reaktionen zahlen.

Eine allergische Sofortreaktion wird durch Bindung des Allergens an das IgE auf
Mastzellen und Eosinophilen ausgeldst, dass dann zur Quervernetzung dieser
Antikorper auf der Zelloberflache und damit zur Degranulation der Effektorzellen
fuhrt. Die dabei sezernierten Entzindungsmediatoren sind unter anderem Histamin,
Leukotriene, Adenosin, Tryptase, Heparin sowie chemotaktische Faktoren flr
Eosinophile, Neutrophile und Zytokine (TNF-a, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13).
Dadurch werden zum Teil innerhalb von Sekunden Effekte ausgelost, die zur
Vasodilatation, Permebilitassteigerung der kleinen BlutgefaRe mit Flissigkeitsaustritt
ins Gewebe, Kontraktion der glatten Muskulatur, Stimulierung der Schleim- u.
Drusensekretion und Reizung von Nervenendigungen fuhren kdnnen. Klinisch aul3ert
sich dies vor allem in typischen allergischen Symptomen, wie
Schleimhautschwellung, Blutdruckabfall bis hin zum Kreislaufschock, Urtikaria,
Angioodemen, Niesen und Augentranen.

Wird eine allergische Reaktion nicht nur durch ein, sondern mehrere unterschiedliche
Allergene ausgeldst, spricht man von einer Kreuzallergie.

Die Kreuzvernetzung von IgE-Antikérpern auf Mastzellen fuhrt auch zu einer
Expression eines bestimmten Liganden (CD40) auf ihrer Oberflache, der wiederum
zusatzlich zum IL-4 sich verstarkend auf die IgE-Produktion durch B-Lymphozyten
auswirkt.

Mehrere Stunden nach einem Allergenkontakt, zumeist nach vier bis zwolf Stunden
oder noch spater kdnnen nach abgeklungener Sofortrektion, Spat-Typ-Reaktionen
oder chronische Symptome auftreten. Ursachlich hierfir sind aktivierte
allergenspezifische T-Zellen und durch Chemotaxis eingewanderte Eosinophile,
Basophile und Monozyten, die zu entzindlichen Reaktionen am Ort des

Allergenkontaktes fuhren [Janeway 2005, Piper 2007].
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1.2.3. Einteilung allergischer Reaktionen

1. Einleitung

Klinisch lassen sich die einzelnen Allergieformen nach Coombs und Gell, dargestellt

in Tabelle 1.4. unterscheiden

Tabelle 1.4.; Einteilung allergischer Reaktionen nach Coombs und Gell 1963 [adaptiert nach Biihling 2000]

Typl Typll Typ il Typ IV
Anaphylak- Zytotoxischer Immunkomplextyp Zellvermittelter
tischer Typ Typ Typ

Ursache z.B. Pollen, Zellstandige Artfremdes Serum, Kontaktallergene,
Medikamente, Antigene Pilzsporen, Tierproteine | Transplantations-
Eiweif} gewebe

Mechanis- IgE- vermittelte | AK-Reaktion Komlementaktivierung Reaktion des

mus Degranulation gegen Antigene durch Ag-AK-Komplexe | Antigens mit T-
von Mastzellen auf in z.B. GefaBwanden Lymphozyten

Zellmembranen

Beispieler- Allergische Transfusions- Serumkrankheit Kontaktallergie,

krankungen | Rhinitis, reaktionen Transplantat-
Asthma, abstoflung
Anaphylaxie

Reaktions- Sofortreaktion 6-12h 6-12h Spatrektion

zeit (sec — min) 12-72h

1.2.4. Ursachen des Anstieges allergischer Erkrankungen

Es existieren vielfaltige Ansatze zur Erklarung der vermehrten Inzidenz allergischer
Erkrankungen in den Industrienationen, die wichtigsten werden im Folgenden kurz

erlautert.

Genetische Disposition

Als gesichert gilt, dass Kinder allergischer Eltern in hoherem Malie dem Risiko
ausgeliefert sind, im Laufe ihres Lebens an einer Allergie zu erkranken, als Kinder
aus Familien, die nicht allergisch vorbelastet sind. So ist das Risiko eines Kindes
eine Allergie zu entwickeln von 10% auf 20-30% erhoht, wenn ein Elternteil betroffen
ist, sind beide Eltern erkrankt, erhoht sich das Risiko auf ca 60% [Bjoksten et al
1994]. Angenommen wird auch, dass Allergien auf genetischem Polymorphismus
beruhen, das bedeutet, mehrere Gene sind zur Ausbildung einer erblichen
Allergieneigung (Atopie) verantwortlich. Wissenschaftlich belegt wurde dies bereits
bei allergischen Formen der Rhinitis und des Asthma bronchiale [Van Eerdewegh et

al 2002].
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Hygienehypothese

Ubertriebene Hygienemalinahmen und vermindertes Auftreten von bakteriellen und
viralen Infektionen fuhren zu einer Unterforderung des Abwehrsystems vor allem in
den ersten Lebensjahren, resultierend in einem verschobenen Gleichgewicht von
TH1- und TH2-Zellen zugunsten der letzteren [Herz et al 2000; Bufe 2001, Riedler et
al 2001]. Weiterhin ursachlich kdnnte das vermehrte Auftreten von Allergenen durch
die erhohte Umweltbelastung, hohere Nahrungsvielfalt und vermehrte kunstliche
Nahrungsmittelzusatze sein, welches in einer vermehrten TH2-Bildung resultiert
[Popescu et al. 1996]. Ebenfalls soll die Anzahl der Geschwister Einfluss haben,
wobei die Tatsache dass altere Geschwister vorhanden sind, allergergievermindernd
wirken soll [Strachan 1989].

Umweltverschmutzung

Manche Allergene, wie das Birkenpollenallergen Betvl konnen sich an
Feinstaubpartikel heften und so als Allergentrager moglicherweise eine zusatzliche
pathogene Wirkung entfalten [Ring et al, 2001, Takano et al 2007].

Riickgang parasitarer Erkrankungen

In westlichen Landern vollzieht sich ein starker Rickgang parasitarer Erkrankungen,
dies konnte zu einer gesteigerten Konzentration der IgE-Wirkung auf die sonst
harmlosen Allergene flhren. Diese These ist letztlich nicht ganz unumstritten
[Zutavern et al 2005]. Als bewiesen jedoch gilt dass in westlichen Landern Allergien
deutlich gehauft vorkommen [Holt et al 1995] und hierbei auch in
Stadtbevdlkerungsschichten starker auftreten als in  Bevolkerungsteilen aus
landlichen Gebieten [Nilsson et al 1999, Bjoksten 1994].

1.3. Allergie und Schwangerschaft

Zahlreiche Studien belegen, dass flr die spatere Entwicklung von Allergien bereits
das Milieu in utero eine entscheidende Rolle spielt [Douwes et al 2008, Ege et al
2006, Lampi et al 2011]. Als wahrscheinlich gilt auch, dass bereits im Mutterleib ein
erster Kontakt mit Allergenen stattfindet. So konnte unter anderem das Allergen der

Haustaubmilbe im Fruchtwasser und im fetalen Anteil der Plazenta nachgewiesen
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werden, was einen Transfer via Plazenta und Fruchtwasser nahe legt [Holloway et al
2000]. Ebenso zeigten Studien mit dualer Perfusion der Plazenta einen Ubertritt von
Allergenen wie R-Laktoglobulin, Ovalbumin und Birkenpollen von der maternalen auf
die fetale Seite der Plazenta [Edelbauer et al 2004/ 2003, Loibichler et al 2002].

Wie genau sich allerdings Umwelteinflisse wahrend der Schwangerschaft auf die
Entwicklung des Immunsystems beim Feten auswirken, ist Gegenstand anhaltender
Forschungen.

Um die hierzu notwendigen Grundlagen besser zu verstehen, erfolgt zunachst eine

kurze Erlauterung des Aufbaus und der Funktionsweise der Plazenta.

1.3.1. Aufbau und Funktion der reifen Plazenta

Die reife Plazenta ist in ihrer Form rund oder oval mit einem Durchmesser von ca
20cm und einem Gewicht von ungefahr 500g. Unterteilen kann man sie in einen
fetalen Anteil, das Chorion frondosum und einen maternalen, die Decidua basalis,
welche aus der Funktionalis des Endometriums entsteht und wiederum in eine innere
feste Schicht (Decidua compacta) und eine aul3ere aufgelocktere Schicht (Decidua
spongiosa) unterschieden werden kann [Dudenhausen 2008].

Das Chorion frondosum wird gebildet von der Chorionplatte und den von ihr
ausgehenden Zotten. Wahrend der Entwicklung der fetomaternalen Grenzflache
wachsen fetale Zellen, die Trophoblasten, in die mutterliche Uterusschleimhaut ein,
arrodieren mutterliche BlutgefaRe und bilden in der reifen Plazenta die Auskleidung
eines mutterlichen Blutsees. Diesen zwischen mutterlichem und kindlichem Anteil
befindlichem Raum bezeichnet man als den intervillosen Raum, der mit ca 200ml|
maternalem Blut geflllt ist und in den die fetalen Zotten hineinragen [Norwitz et al
2001]. Eine schematische Darstellung des Aufbaus der reifen Plazenta zeigt Abb.
1.2.
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Abb. 1.2.: Aufbau der reifen Plazenta

Auf der dem Feten zugewandten Seite der Chorionplatte verzweigen sich die
Nabelschnurgefal’e. Die Nabelschnur selber enthalt drei Gefalle, zwei Nabelarterien
(Aa. Umbilicales), die das sauerstoffarme Blut von Feten zur Plazenta transportieren
und eine Nabelvene (V. umbilicalis), die nahrstoffreiches Blut in Richtung Fet fuhrt.
Auf maternaler Seite einer reifen Plazenta lassen sich einzeln abgrenzbare
Unterteilungen, die Kotyledonen, erkennen. Diese entstehen durch leistenartige
Vorspringe der Dezidua compacta (Plazentasepten). In den meisten Plazenten
lassen sich circa 19 dieser Unterteilungen abgrenzen. Sie gelten als fetale und
matterliche Hauptstromungseinheiten und stellen als solche jeder fur sich eine
funktionelle Einheit dar.

Im intervilldsen Raum findet der Austausch von Sauerstoff u. Kohlendioxid und die
Ubertragung der Nahrstoffe zwischen Mutter und Fetus statt (s. Tabelle 1.5.).
Weiterhin ist die Plazenta als endokrines Organ und als immunologische Barriere
zwischen Fet und Mutter tatig [Dudenhausen 2008]. Die endokrine Funktion der
Plazenta aufert sich in der Synthese von Hormonen wie Choriongonadotropin
(HCG), Plazentalaktogen (HPL), Chorionthyreotropin aber auch Ostrogenen und
Gestagenen. Aullerdem wird Fruchtwasser durch die Eihaute (Chorion aus
Trophoblasten und Amnion aus Embryoblasten entstanden) synthetisiert und
resorbiert [Dudenhausen et al 2008, Boyd 1970].
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Die Produktion von Zytokinen vollzieht sich in vielen Zellen der reifen Plazenta, wie
Zellen glatter Muskulatur, Fibroblasten, sowie T-Zellen, den Hauptanteil jedoch
liefern Endothelzellen, Trophoblastzellen und Makrophagen bzw. Mastzellen.

Tabelle 1.5. Stoffaustausch in der Plazenta [adaptiert nach Dudenhausen 2008]

Mechanismus Stoff
Passiver Durchtritt
Einfache Diffusion 0,, CO,, CO2, Kreatinin, Medikamente
Erleichterte Diffusion Glukose
Diapedese (durch Defekte oder Poren der Medikamente

synzytiokapillaren Membran)
Aktiver Transport
Enzymatischer Prozel} Anorganische lonen, Aminosauren, Fettsauren,
Vitamine, Hormone

Pinozytose Proteine, Lipide, Immunglobuline

1.3.2. Immunsystem in Schwangerschaft

Die Schwangerschaft ist ein naturliches erfolgreiches Modell immunologischer
Toleranz [Scholz 2010]. Der Fet bzw. Embryo, dessen genetisches Material zu 50%
vom Vater stammt und damit semiallogen ist, unterliegt einer Akzeptanz durch das
maternale Abwehrsystem, indem immunologische Mechanismen als komplexes
Zusammenspiel zahlreicher ineinander abgestimmter Vorgange zentral an der
Invasion des Trophoblasten in die mutterliche Dezidua beteiligt sind. Dieses
immunologische Milieu im Bereich der fetomaternalen Grenzzone tragt entscheidend
zum Schwangerschaftserfolg bei. Die fetomaternale Grenzflache lasst sich dabei
noch genauer unterteilen in drei Hauptkomponenten: eine Blut-Trophoblast-Grenze
im Bereich der Zotten, die von fetalen Zellen, den Synzytiotrophoblasten
ausgekleidet sind und vom mutterlichen Blut umspult werden, eine Dezidua-
Trophoblast-Grenze, an der Trophoblastzellen in die maternale Dezidua migrieren
und eine weitere Blut-Trophoblast-Grenze im Bereich der Dezidua, in der
Trophoblastzellen auf maternale Blutgefal3e zugewandert sind und dort das Endothel
ersetzen [Markert 2002].

Die wichtigsten Mechanismen der materno-fetalen Immuntoleranz seien im

Folgenden kurz erlautert:
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Der Embryo weist auf seinen Trophoblastzellen spezielle Oberflachenstrukturen auf,
Proteine vom Typ HLA-I, die wie im Kapitel Immunsystem bereits erwahnt, sich auch
auf jeder anderen kernhaltigen Korperzelle befinden. Mit diesen HLA Proteinen
unterschiedet er sich von denjenigen der Mutter, da er die Halfte seiner Gene vom
vaterlichen Vorkern erhalten hat. Diese HLA-I Proteine prasentieren
Antigenkomplexe und werden durch zytotoxische CD8+ T-Zellen erkannt, bei Fremd-
Antigenen wird die exprimierende Zelle zerstort. Trophoblastzellen werden vom
matterlichen Immunsystem unter anderen deswegen nicht eliminiert, da sie HLA-I
Molekule vom Typ HLA-G und HLA-E exprimieren, die von den zytotoxischen T-
Zellen nicht als fremd betrachtet werden [Fournel et al 2000, Le Bouteiller et al 2000].
NK-Zellen wiederum werden von der Abtotung der Trophoblastzelle abgehalten,
indem ihre auf der Oberflache vorhandenen killing-inhibitory-receptors® (KIR) nach
Kontakt mit HLA-I-Molekilen vom Typ HLA-G und HLA-E aktiviert werden
[Rajagopalan et al 1999, King et al 2000]. NK-Zellen sind dabei auch die haufigsten
in der Dezidua der Plazenta vorkommenden zytotoxischen Zelltypen des ersten
Trimenons. Eine weitere ihrer Eigenschaften ist die Tatsache, dass sie flr eine
erfolgreiche Schwangerschaft in regelrechter Funktion und Haufigkeit vorhanden sein
mussen, wie in Studien mit Mausen festgestellt wurde [Croy et al 1997]. NK-Zellen
konnen allerdings auch ihre Uber KIR abgeschaltete Zytotoxizitat Uber weitere
Stimulationen wiedererlangen. Dies geschieht beispielsweise durch IL-2, welches
durch CD4+ T-Helferzellen (nach fremder Antigenprasentation tber HLA-II-Molekule
auf z.B. Makrophagen) freigesetzt wird.

Daher scheint ein ganz spezielles Interleukinprofil in der Plazenta sehr entscheidend
zu sein: eine relative Verminderung der proinflammatorischen Zytokine vom Typ TH1
(insbesondere IL-2, IFN-y und TNF-o) und ein relativer Anstieg der anti-
inflammatorischen Interleukine (u.a. IL-4, IL-6, IL-10 oder IL-11) [Wegman et
al.1993]. In den letzten Schwangerschaftswochen kehrt sich dieses Verhaltnis
allerdings wieder zugunsten der TH1- Zytokine um und die TH2-Zytokine nehmen ab.
Diese ermoglichen Mutter und Kind einen Schutz vor Infektionen peripartal und
stimulieren den Geburtsvorgang selbst [Dealtry et al. 2000, Denison 1998].

Andere Studien stellten fest, dass beim Feten die entscheidenden Komponenten der
adaptativen Immunabwehr mit ihrer spezifischen Reaktion auf Antigene bereits
Anfang des zweiten Trimenons entwickelt werden. Dies fuhrt zur einer besseren

Antwort auf Umweltstoffe postpartal [Herz et al. 2003] und zur Differenzierung
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zwischen pathogenen Keimen und apathogenen Antigenen wie Allergenen [Clark et
al. 1999].

Weitere bedeutsame Mechanismen zur Regulation der materno-fetalen
Immuntoleranz sind die hohe Progesteronkonzentration, die wahrend der
Schwangerschaft zur vermehrten Freisetzung immunregulatorischer Substanzen
uber Progesteronrezeptoren stimulierte Lymphozyten fuhrt [Szekeres-Bartho et al
1989]. Eine &hnlich immunmodulierende Wirkung wird vermutet bei Ostrogenen,
HCG, Vitamin D, Prostaglandinen und Kortisol [Markert 2002]. Desweiteren
exprimieren Trophoblastzellen und auch Spermien auf ihrer Oberflache Molekdle, die
den Abbau von Komplementfaktoren beschleunigen oder in Konkurrenz dazu treten
konnen [Holmes et al 1990].

Eine weitere wichtige Schaltstelle stellt die 2-3-Indolamin-Dioxygenase dar, die als
Enzym flr den Abbau der essentiellen Aminosaure Tryptophan verantwortlich ist und
in nahezu allen Geweben und Zellen, so auch in der Plazenta, gebildet wird.
Sinkende Konzentrationen von Tryptophan bewirken eine Hemmung der T-
Lymphozyten auf lokaler Ebene und somit eine Regulation der mutterlichen
Abwehrzellen. Experimente mit schwangeren Mausen bewiesen, dass eine Blockade
der 2-3-Indolamin-Dioxygenase zu einer T-Zell vermittelten Abstollung des Feten
fuhrt [Munn et al 1998, Bauer 2011, Billington 2003]. Andere Untersuchungen jedoch
zeigten auch bei fehlender 2-3-Indolamin-Dioxygenase einen unauffalligen Verlauf
der Schwangerschaft [Leber 2011, Baban 2004].

Eine ebenfalls bedeutende Funktion zur Aufrechterhaltung der materno-fetalen
Toleranz leisten die regulatorischen T-Zellen. Deren Anzahl steigt zum Beispiel
wahrend intakten Fridhgraviditaten an, im Vergleich zu Schwangerschaften mit
abortivem Ausgang [Leber 2011, Sasaki 2004]. Untersuchungen konnten zeigen
dass regulatorische T-Zellen durch Erh6hung von immunregulatorischen Faktoren
wie LIF, TGF-B und HO-1 zur Toleranz des Feten beitragen [Zenclussen et al 2006,
Leber 2011].

Darlber hinaus existiert noch eine grolRe FlUlle weiterer bedeutsamer Mechanismen,

die ihren Beitrag zur immunologischen Akzeptanz des Feten leisten, auf die hier aber

nicht weiter eingegangen wird.
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1.4. Fetal Programming“

1.4.1. Uberblick

.Programming“ beschreibt medizinisch gesehen einen Prozess, der zu einem

lebenslang anhaltenden geanderten Effekt fuhrt und durch eine auf’ere Einwirkung
innerhalb einer bestimmten kritischen Entwicklungszeit verursacht wurde.

Den Begriff der fetalen Programmierung von Erkrankungen, die sich im Laufe des
Lebens auspragen, pragte Prof. David Barker von der Universitat in Southampton in
den 1980er Jahren. Anhand retrospektiver Untersuchungen beobachtete er, dass die
Grundlage von Krankheiten wie Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus und
koronarer Herzkrankheit durch veranderte intrauterine Einflusse auf den Feten
entstehen. In einer Studie an Uber 13000 Mannern in Hertfordshire und Sheffield
wurde untersucht, dass Manner mit geringem Geburtsgewicht ein bis um die Halfte
erhohtes Risiko besitzen, an einer koronaren Herzerkrankung zu versterben, im
Vergleich zu Mannern mit normalem Geburtsgewicht. Andere Risikofaktoren und
soziobkonomische Unterschiede wurden dabei ebenfalls bertcksichtigt [Barker et
al.1993]. Barker konnte auch auffihren, dass gewisse ,lifestyle“- Faktoren wie
Nikotinabusus, = mangelnde  korperliche Betatigung, Alkoholkonsum  oder
Arbeitslosenrate nur zu einem kleinen Einfluss in der Abhangigkeit von
Geburtsgewicht und spateren Erkrankungen flhren. Des Weiteren Kkorreliert zum
Beispiel der Blutdruck eines Kindes mit dem Blutdruck der Mutter, nicht aber mit dem
des Vaters [Barker 1998].

Mittlerweile existieren zahlreiche Studien zu diesem Thema, insbesondere auch
basierend auf Tierversuchen, die einen ahnlichen Zusammenhang feststellen
konnten. Allerdings ist ebenso bekannt, dass zum Beispiel Diabetes mellitus Typ Il
auch auf genetische Dispositionen zurlckzufuhren ist, die ihrerseits wiederum zu
einer diabetogenen Belastung im spateren Leben fuhren konnen [Medici 1999,
Lehtovirta 2000].

Die molekularen Mechanismen die den o. g. Phanomenen zugrunde liegen sind noch
weitgehend unbekannt. Uberlegungen basieren aber auf folgenden Erkenntnissen:
eine intrauterine Mangelernhahrung des Kindes, die zu einem niedrigen
Geburtsgewicht fuhren kann, resultiert in der Fetalzeit in Kreislaufumstellungen und
in einem verminderten Glucosestoffwechsel. Deswegen wird auf andere

Stoffwechselwege zur Energiegewinnung wie den Laktatabbau ausgewichen. Diese
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intrauterin begonnen Sparmechanismen kdnnen bis ins spatere Lebensalter
persistieren und zu einer erhdhten Insulinresistenz fihren [Barker 1998]. Ebenso
kann ein mangelndes Nahrstoffangebot zur Verminderung anaboler und zur
Steigerung kataboler Hormone und Glukokorticoide fuhren, die wiederum spater
permanent veranderte Stoffwechselsituationen bedingen [Phillips et al 1998].
Weiterhin ist bekannt, dass Manner mit niedrigem Geburtsgewicht einen erhohten
Ruhepuls aufweisen, ursachlich hierfir konnte ein erhdhter Sympathikotonus
wahrend der intrauterinen Entwicklung sein, der zur einer veranderten
Kreislaufsituation mit Hypertonus und GefaRveranderungen gefuhrt hat [Philipps &
Barker 1997, Beinder 2002].

1.4.2. Fetal programming von Allergien

Hinsichtlich der Auspragung allergischer Erkrankungen lie3 sich in Studien
beobachten, dass Kinder allergischer Mutter einem hoheren Risiko ausgesetzt sind,
an einer Allergie zu erkranken als Kinder allergischer Vater [Herz et al 2001]. Ebenso
ist bekannt, dass eine erhohte IgE-Konzentration im Nabelschnurblut mit einem
gestiegenen Allergierisiko konform geht [Edenharter et al 1998], wobei diese
erhohten IgE-Konzentrationen vor allem bei Kindern allergischer Mutter gefunden
wurden und nicht bzw. kaum bei Kindern mit vaterlichem oder keinem Allergierisiko
[Johnson et al 1996, Magnusson et al 1988]. Weiterhin lie} sich ein verandertes
Zytokinmuster bei allergischen Schwangeren im Vergleich zu diesbezlglich
gesunden Schwangeren im Nabelschnurblut und maternalem Serum feststellen
[Bullens et al 2004, Macaubas et al 2003, Herz et al 2001] und es liel} sich in
Plazenten allergischer Mutter ein verandertes TH1-/ TH2 -Gleichgewicht zugunsten
TH2 feststellen [Liu et al 2003, Ruiz et al 1992].

Ein TH2- betontes Milieu in utero konnte somit als Ursache fur eine
Allergieentwicklung bei Nachkommen allergischer Mutter gewertet werden, da
hierdurch das fetale Immunsystem hinsichtlich TH2-Verschiebung und vermehrter
IgE- Expression beeinflusst wird.

Aulerdem gibt es Hinweise, die einen Zusammenhang zwischen niedrigem
Geburtsgewicht und einem erhOhtes Risiko fur asthmatische Erkrankungen nahe
legen, die genauen Mechanismen sind allerdings noch nicht ausreichend untersucht
[Tedner et al 2012].
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Eine andere Studie bewies im Mausmodell, dass allergische Mause, die wahrend der
Schwangerschaft unter Allergeneinfluss gerieten, Nachkommen gebaren, die einer
erhohten Sensibilisierung auch gegenuber weiteren Allergenen unterlagen [Herz et al
2001].

Dass Allergene auch zum Feten Uber die Plazentaschranke gelangen kdnnen, wurde
in mehreren in-vitro Versuchen nachgewiesen. Beispiele hierfur sind das inhalative
Birkenpollenallergen Betvl und die Nahrungsmittelallergene [R-Lactoglobulin
(Kuhmilcheiweif3) und Ovalbumin (HUhnerweiweil3allergen). Hierbei wurde ebenso
ein  verstarkter plazentarer Transport von Allergenen vor der 36.
Schwangerschaftswoche festgestellt, demnach existiert auch ein Zusammenhang
zum Schwangerschaftsalter [Loibichler et al 2002, Edelbauer et al 2003]. Ein
Nachweis fur den Allergentransfer zum Feten in vivo konnte erbracht werden, indem
Allergene im Nabelschnurblut nachgewiesen wurden, hierbei zeigten sich geringe
Mengen von R-Lactoglobulin und Ovalbumin im Nabelschnurblut [Edelbauer et al
2004].

Nachgewiesene Anderungen in der Freisetzung allergiespezischer Zytokine durch
mononukleare Zellen im Nabelschnurblut zur Geburt liefern einen weiteren Hinweis,
dass sich das fetale Immunsystem bereits mit Allergenen auseinandersetzt [Kondo
et al 1998, Prescott et al 1999, van der Velden et al 2001]. Desweiteren konnte
festgestellt werden dass CD4+ T-Zellpopulationen beim  Neugeboren keine
typischen T-Zellspezifitditen aufwiesen sondern phanotypisch eher den naiven T-
Zellen ahneln. Eine mogliche Erklarung hierfur ware, dass fetale T-Zellen somit in der
Lage waren, mit einer Vielzahl von Antigenen bzw. Allergenen zu interagieren
[Thornten et al 2004].

Es finden sich somit zahlreiche Hinweise auf eine allergene Beeinflussung des Feten
durch das Milieu in utero, wie genau diese einzelnen Mechanismen allerdings
zusammenhangen, bleibt weiterhin unklar und ist Gegenstand zahlreicher laufender
Studien.
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Bisher sind wenige Informationen dartber bekannt, welchen direkten Einfluss
Allergene auf den Stoffwechsel der Plazenta ausuben, und zu welchen maoglichen
Veranderungen im Feten dies fuhrt.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation lag darin, ein neues Modell zu entwickeln, das
einen Allergenkontrakt der humanen Plazenta ex vivo durch Perfusion, ahnlich dem
Kreislauf in vivo, nachahmt und Stoffwechselveranderungen im Sinne von
Zytokinfreisetzungen aufzeichnet.

Konkret sollte gepruft werden, ob in den ex vivo perfundierten Plazenten von
Schwangeren mit Allergien gegen Apfel, Hausstaubmilbe oder Milcheiweild durch die
Zugabe der entsprechenden Allergene (Apfel, Haustaubmilbe, Milchweiweil3) im
Vergleich zu gesunden Schwangeren veranderte Konzentrationen an Histamin sowie
den Zytokinen IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o und IFN-y freigesetzt werden.
Desweiteren analysierten wir diese Veranderungen in der Zytokinfreisetzung auch
nach Zugabe des Mastzelldegranulators Compound 48/80.
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3. Methoden

3.1. Auswahl der Probanden

Far die vorliegende Dissertation wurden Typ-l-allergische und nichtallergische
Schwangere im Alter von 22 bis 39 Jahren aus dem Jenaer Raum, ohne praexistente
weitere  Erkrankungen  oder  chronischer = Medikamenteneinnahme, mit
komplikationslosen Schwangerschaftsverlaufen und Entbindungen ab der 37+0 SSW
sowie unauffalligen eutrophen Neugeborenen ausgewahlt. Als Untersuchungsmedien
dienten Plazenta, Nabelschnurblut und mutterliches Vollblut, ein Einverstandnis jeder
Probandin lag vor Beginn der Untersuchungen schriftlich vor. Die Ethikkomission der
Friedrich-Schiller-Universitat willigte in die Studie ein. Samtliche Geburten fanden in
der Universitatsfrauenklinik Jena per vaginalem Modus oder durch Sectio caesarea
statt.

Eine ausfuhrliche Anamnese hinsichtlich allergischer Erkrankungen wurde erhoben
sowie die Neigung zur Allergie vom Typ-I| per Allergietest in vitro festgestellt. Hierzu
wurden die IgE-Werte im mutterlichen Serum durch einen RAST-Test (Radio-Allergo-
Sorbent-Test) im immunologischen Labor des Klinikums der FSU Jena pra- oder
postpartal analysiert und die Patientinnen in unterschiedliche Allergieklassen (CAP-
Klassen) eingeteilt.

Insgesamt wurden von drei positiv getesteten Apfelallergikern (nach RAST-Test)
Plazenten und Blutproben (maternales Venenblut und Nabelschnurblut)

untersucht und mit nichtallergischen Kontrollen verglichen. Fur die Entwicklung

und Optimierung der Methoden wurden, angesichts der geringen Anzahl an
Apfelallergikerinnen, zusatzlich auch Pollen- und MilcheiweiRallergikerinnen mit in die
Versuche einbezogen.

3.1.1. Rast test (Radio-Allergo-Sorbent-Test) zur Allergietestung

Mit diesem Verfahren kdénnen Typ-I-Allergien in vitro festgestellt werden indem
allergenspezifisches IgE im Serum nachgewiesen wird.

Dabei wird das IgE enthaltende Patientenserum mit einem adaquaten Allergen (meist
an eine feste Phase gebunden z.B. als allergenbeschichtete Zellulosepartikel)

inkubiert, so dass sich ein Allergen-IgE-Komplex bildet. Nach einem Waschschritt,
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um das Serum mit dem ungebundenen IgE zu eliminieren, werden radioaktiv-
markierte Antikorper gegen Human-IgE hinzugegeben, die sich an die verbliebenen
IgE binden. Nach nochmaligem Waschen wird die Radioaktivitat gemessen und so
die Anzahl des allergenspezifischen IgE analysiert. (s. Abb. 3.1.)

Dieses liefert eine Aussage Uber die Starke der allergischen Reaktion: je hoher der
Wert der spezifischen IgE-Konzentration, desto hoher die allergenspezifische
Sensibilisierung des betroffenen Patienten. Das Ergebnis wird in RAST-Klassen
unterteilt: Klasse 0 = negativ, Klasse 1 = zweifelhaft, Klasse 2 = schwach positiv,
Klasse 3 = positiv, Klasse 4 = stark positiv [Renz et al 2011, Piper 2007].

Samtliche dieser Untersuchungen der vorliegenden Dissertation wurden im Labor

des Klinikums der Friedrich Schiller Universitat durchgefuhrt.
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Abb. 3.1. schematische Darstellung des RAST- Allergietestverfahrens
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3.2. Auswahl der Allergene

Eine Reihe verschiedener Allergene wurde fur unsere Versuche verwendet, so das
inhalative Hausstaubmilbenallergen und das Nahrungsmittelallergen Milcheiweil3.
Diese Allergene wurden durch die Firmen Bencard, Abello und Alk/Scherax zur
Verfugung gestellt. Unseren Hauptschwerpunkt richteten wir auf das Apfelallergen
Mald 1, das durch vorhergehende Extraktion und Aufreinigung der stark
allergenhaltigen Apfelsorte Golden Delicious durch Mitarbeiter des Plazentalabors

gewonnen wurde [Heinzelmann 2005].

3.3. Auswahl des Plazentagewebes

Fur die Untersuchung des Plazentagewebes wurden Plazenten allergischer und
nichtallergischer Mutter, die ab der 38. SSW entbanden, ausgewahlt. Die
Schwangerschaften selbst verliefen komplikationslos.

Die Plazenten wurden vor Versuchsbeginn ausgehend untersucht, wobei auf
Vollstandigkeit und intakte deziduale und fetale Oberflachen geachtet wurde.
Weiterhin starteten die einzelnen Versuche relativ rasch (innerhalb 30 min) nach
Geburt der Plazenta.

3.4. Einseitige offene Perfusion

3.4.1. Hintergrund

Im Verlauf dieser Dissertation wurde ein neues Modell zur Perfusion der

menschlichen Plazenta entwickelt. Als Modell hierfir nutzten wir das Prinzip der
doppelseitigen ex vivo Plazentaperfusion, das von Schneider und Huch 1985
entwickelt wurde. Dieses Modell ermdglicht einen imitierenden getrennten Kreislauf
beider Seiten der Plazenta, indem je an einem Kotyledo auf der maternalen und auf
der fetalen Seite die zufuhrenden Gefalle durch Punktion mit dinnen stumpfen
Kanulen mit Perfusionsmedium durchspult werden. Mit dieser Methode kann z.B. der
Ubertritt von Substanzen Uber die Plazentaschranke analysiert werden [Schneider
1985].

27



3. Methoden

Dabei ist jedoch auf eine intakte feto-maternale Grenzschicht zu achten, bei
Beschadigungen dieser ist eine Perfusion aufgrund falschen Perfusionsdruckes und
damit Durchmischung beider Kreislaufe nicht moglich. Aufgrund dieser Anfalligkeit
verzeichneten wir oft hohe Ausschussraten an Versuchsmaterial bei geringer
Verflugbarkeit von Plazenten allergischer Schwangerer. Daher zeigte es sich
notwendig, ein Modell zu entwickeln, welches es mit hoherer Erfolgsrate ermdoglicht,
Reaktionen in der Plazenta zu analysieren. Dieses konnten wir durch die Entwicklung

der einseitig offenen Perfusion der Plazenta realisieren.

3.4.2. Durchfuhrung
Die einseitig offene Perfusion der Plazenta ermoglicht es, zwei voneinander

getrennte Kotyledone einer Plazenta simultan und unabhangig voneinander zu
perfundieren. In allen Versuchen wurde jeweils ein Kotyledon mit Allergen oder
Compound 48/80 und der andere mit reinem Perfusionsmedium gespult.

Vor Start der Versuchsreihe verglichen wir entscheidende plazentare
Stoffwechselparameter im Perfusionsmedium nach einseitiger und zuvor in unserem
Labor durchgeflhrter doppelseitiger Perfusion. Dabei fanden sich keine Unterschiede
im Verbrauch von Glucose oder Sauerstoff sowie in der Produktion von Laktat oder
R-HCG.

Unmittelbar nach Entbindung wurden die Plazenten im Labor oberflachlich mit
physiologischer Kochsalzlésung gereinigt und von je einer Plazenta zwei von
einander getrennt liegende Kotyledone mit dazugehorigem Randgewebe ausgewahlt
und herausprapariert. Diese beiden Kotelydone wurden in zwei getrennte
Perfusionsapparaturen appliziert, wobei die deziduale maternale Seite dabei nach
oben gerichtet wurde. Hier wurden vier feine dinne stumpfe Metallkanilen
eingespannt, in denen das Perfusionsmedium durch die Dezidua in den intervilldsen
Raum gespult wurde. Die fetale Seite der Kotelydone blieb unverandert.

Das aus den Venendffnungen der Dezidualseite ausgetretene Perfusionsmedium
wurde ebenfalls durch dinne Kanulen abgeleitet, im Eiswasserbad aufgefangen und
daraus wurden in 10 minutigen Abstanden Proben gewonnen, sofort zentrifugiert (bei
4°C fir 10 min mit 3000 U/min) und nach Abnahme des Uberstandes bei -46°C
aufbewahrt. Eine schematische Ubersicht Uber die Versuchsanordnung zeigt die
Abbildung 3.2.
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Abb. 3.2.: Schema offene einseitige Plazentaperfusion

Die Dauer der Perfusion betrug jeweils sechs Stunden mit einer FluRgeschwindigkeit
in beiden Kotyledonen von 2,2 ml/min. Beide Kotyledone wurden in der ersten
Stunde nur mit reinem Perfusionsmedium gespllt, nach exakt einer Stunde
applizierten wir in das Medium des einen Kotyledos Allergen oder Compound 48/80,
der andere wurde als Kontrolle unverandert mit reiner Perfusionslésung
weitergespult. Unmittelbar vor Beginn der Perfusion wurde das Perfusionsmedium
erwarmt auf 37,0 °C und mit Sauerstoff angereichert (Silox-S Oxygenator der Firma
Mera Senko Medical Instrument, Tokio, Japan). Zur Uberwachung der
Stoffwechselparameter wurden der pH- sowie die Werte flr Sauerstoff und
Kohlendioxid im zufihrenden und abfuhrenden Schenkel aller 30min gemessen.

Die Abbildung 3.3. zeigt einen gespulten Kotyledo nach sechs Stunden
Perfusionsdauer mit sich gut vom Ubrigen Gewebe abgrenzender hellerer Farbung.
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3.5. Auswahl der zu ermittelnden Zytokine

Ausgehend von den immunologischen Grundlagen der allergischen Reaktionen,
planten  wir, diese Stoffwechselveranderungen im  Sinne  geanderter
Zytokinfreisetzung aufzuzeichnen. Als zu analysierende Mediatoren wahlten wir
Histamin, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 sowie TNF-o. und IFN-y, deren Nachweismethoden in
den folgenden Unterkapiteln beschrieben werden.

Um eine Vorstellung der groRtmaoglichen Histaminfreisetzung im Plazentagewebe zu
erhalten, verwendeten wir zusatzlich statt eines Allergens den Mastzelldegranulator
Compound 48/80, ein Kondensationsprodukt aus p-Methoxyphenylathylmethylamin
mit Formaldehyd, das Mastzellen zur Degranulation und damit zur Freisetzung von
Histamin anregt [Rothschild 1970, Goth et al. 1975].

3.5.1. Fluoreszenzfotometrische Histaminbestimmung mit o-Phtaldialdehyd

Um die Histaminkonzentration messen zu konnen, zeigte sich zuerst die
Histaminextraktion aus der Perfusionslosung und anschlielend die Markierung mit
fluoreszierendem o-Phtaldialdehyd (OPT) als notwendig. Im folgenden Schritt konnte
in einem  DurchfluBzytometer nach  Messung der Fluoreszenz die
Histaminkonzentration ermittelt werden [Friemel et al. 1991]. Das ursprungliche
Verfahren von Friemel wurde eingesetzt zur Bestimmung der Histaminausschuttung

durch Mastzellen aus Serumproben von Laborratten. Wir verwendeten diese

30



3. Methoden

Vorgehensweise zur Bestimmung der Histaminkonzentration des Uberstandes aus

den Perfusionsproben.

3.5.1.1. Durchfuhrung

Je 0,5ml 0.9% NaCl-Lésung und 2,5ml n-Butanol wurden vermengt. Nach Zugabe

von 0.5ml des abzentrifugierten zellfreien Uberstandes der gewonnenen
Perfusionsproben und 0,2ml 3M NaOH erfolgte die Inkubation fur drei Minuten auf
dem Schuttler. Dadurch ging das Histamin in die Butanolphase uber. Nach
Zentrifugation Uber 20 Minuten bei 900g und damit erreichter Trennung der
Schichten, wurden 2ml der abzentrifugierten Butanolschicht mit 1,2ml 0,12M HCI und
3,8ml n-Heptan vermischt und wiederum eine Minute geschuttelt. Im nachsten Schritt
wurde nach erneuter Zentrifugation fir funf Minuten bei 600g die Heptanschicht
abgesaugt. Aus der verbliebenen Lésung wurde 1ml im Eisbad abgekuhlt.

Nun erfolgte die rasche Zugabe von 0,4ml 0,75M NaOH und 0,12ml methanolische
OPT-Losung, anschlieBend die Inkubation fur vier Minuten. Danach wurde durch
Zugabe von 0.2ml 2M H3PO4 im Eisbad (20 Minuten) die Reaktion beendet.

Die Fluoreszenz wurde an einem als Durchflulizytometer genutzten Fluorescence-
HPLC-Monitor RF_551 (Shimadzu, Duisburg) mit den Wellenlangen AEx=355nm und
AEmM=440nm und mit 40%MeOH/Aqua dest. als Eluent gemessen, die
Fluoreszenzdaten mit der Chromeleon-Software (Dionex, Germering) errechnet und
ausgewertet und die Histaminkonzentration der Perfusionsdaten mittels eines
mitgefuhrten Standards analysiert.

3.5.2. Quantitative Zytokinbestimmung mittels Cytometric Bead Array

Zur Analyse der verschiedenen Zytokine in der gewonnen Perfusionsproben wurde
ein Cytometric Bead Array der Firma BD Bioscience (Heidelberg) fir humane
TH1/TH2-Zytokine benutzt. Dies ermoglicht die gleichzeitige Bestimmung
verschiedener Zytokine aus einer Probe mit hoher Sensitivitat. Wir konzentrierten uns
dabei auf die Interleukine IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 sowie TNF-o und IFN-y.

Die einzelnen Zytokine werden dabei an spezifische, auf Cytokine Capture Beads
gebundene Antikorper und an fluoreszierende Detektions-Antikorper gebunden und

durch unterschiedlich stark ermittelte Fluoreszenzen analysiert.
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Ein Waschritt entfernt die ungebundenen Antikdrper. Im Durchflulizytometer wird
dann die Fluoreszenz-Intensitat der Komplexe aus Zytokinen, den Capture-Beads
und den Detektionsantikorpern bestimmit.

3.5.2.1. Durchfiuhrung

Die gewonnen Proben wurden (1:1:1) mit den fluoreszierenden Human Cytokine

Capture Beads (AEm=670nm) und den fluoreszierenden R-Phycoerythrin-
konjugierten Detektionsantikdrpern (AEm=575nm) gemixt. Anschliel3end erfolgte die
Inkubation fur 180 min abgedunkelt bei Raumtemperatur auf dem Schdttler. Als
Standard wurden rekombinante Proteine (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-oo und IFN-y;
enthalten im Kit) im Puffermedium geldst und nacheinander verdunnt (1:1) von 5000
auf 20 pg/ml fur jedes Zytokin. Danach wurden die Proben mit 200ul Waschpuffer bei
200g fir finf Minuten zentrifugiert und nach Entfernung des Uberstandes durch das
Flow-Cytometer (FACS Calibur; BD Bioscience) gemessen und mittels beigefugter
Software (FCAP-Array v1.0.1. Kit-Software mit 5-Parameter-Kurven-Darstellung)
ausgewertet.

Die Nachweisgrenzen lagen bei 2.6 pg/ml fur IL-2, 2.6 pg/ml far IL-4, 3 pg/ml fir IL-6,
2.8 pg/ml fur IL-10, 2.8 pg/ml fir TNF-.oc und 7.1 pg/ml far IFN-y.

3.6. Dunnschnitttechnik und Zytokinanfarbung der perfundierten

Plazentagewebeproben mit TNF-o - Antikdrpern

Um einen zuséatzlichen Uberblick (iber die Verteilung der Zytokinfreisetzung im
plazentaren Gewebe zu erhalten, wurden zunachst Proben aus den verwendeten
Kotyledonen in Epon, einem Kunstharz fixiert, um eine hohe Haltbarkeit des
Gewebes zu erreichen. Aus diesen Proben wurden anschlielend Ultradlinnschnitte
angefertigt und mit Antikorpern fur TNF-o. markiert um sie einer histologischen
Untersuchung zuganglich zu machen.

Diese Arbeiten fanden im Institut fur Anatomie Il unter der Leitung von Prof. Dr.

Jirikowski statt.
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3.6.1. Eponeinbettung der Plazentagewebeproben

Aus der maternalen Seite der Plazenta wurden Gewebeproben (max. 3 x 3 mm)
herausgeschnitten und in Formalin eingelegt (Gewebe vor/wahrend Perfusion). Die
gewonnen Proben wurden zunachst in mit PBS-Puffer geflllte Glasrohrchen
gegeben, fur einige Stunden inkubiert und nach Wechsel des PBS-Puffers fur 12
Stunden im Kuhlschrank gelagert. Der PBS-Puffer wurde entfernt und die Proben in
Alkohol aufsteigender Konzentration (ca 2 ml) in mehreren Schritten ausgewaschen:
fur zwei bis vier Stunden in 50%igen Alkohol, fur 12 Stunden in 70%igem Alkohol, fir
eine Stunde in 90%igen Alkohol und dann fur zwei Stunden in absolutem Alkohol auf
dem Vortexer gemischt. Nach Entfernung des Alkohols und Zugabe von
Propylenoxid fur zwei Stunden, erfolgte die Inkubation der Plazentaschnitte in
Epongemisch und Propylenoxid im Verhaltnis 1:5 auf dem Vortexer fir eine Stunde
bis zur vollstandigen Ldésung des Epongemisches, danach erneut im Verhaltnis 1:3
fur eine Stunde auf dem Vortex und im Verhaltnis 1:2 fir 12 Stunden im Kuhlschrank.
Nun wurden die zur Einbettung vorgesehen Plastikformchen mit frisch angesetzten
Epongemisch ausgegossen und die Proben dazugegeben, eine Stunde bei
Raumtemperatur stehen gelassen und nachfolgend im Warmeschrank (60°C) Uber
zwei Tage ausgehartet und nochmals fur drei bis funf Tage bei Raumtemperatur
weiter getrocknet.

Die weitere Verarbeitung und Anfertigung der Ultradlinnschnitte sowie die
immunhistochemische Farbung mit polyklonalen TNF-a-Antikbrpern und die
fotografische Dokumentation der Verteilung von TNF-o. im Plazentagewebe erfolgte
durch die Mitarbeiter des Instituts flir Anatomie |lI, weswegen hier auf eine genauere

Beschreibung verzichtet wird.

3.7. Ergebnisdarstellung und Fehlerberechnung

Um die Ergebnisse graphisch prasentieren zu kdnnen, bildeten wir die Mittelwerte
der jeweiligen einzelnen Datensatze und stellten diese nach Einbeziehung des
Standardfehlers in Diagrammen dar. Die Einheiten der ermittelten Konzentrationen
der Zytokine und des Histamins wurden berechnet als pg/ml*kg (d.h. als pg Histamin

bzw. analysiertes Zytokin pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe).
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Auf eine genaue statistische Analyse verzichteten wir bei insgesamt geringer
Versuchszahl. Hierzu wurde eine ausfuhrliche und sinnvolle Statistik durch weitere
Versuche nachfolgender Arbeitsgruppen erstellt, in der die Ergebnisse dieser
Dissertation mitverwendet wurden (s. Anhang: Erganzung zur statistischen
Auswertung Seite XIV-XV).
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4. Ergebnisse

4.1. Vorbetrachtung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein neues Modellsystem entwickelt, das die
Auswirkungen eines Allergenkontaktes auf den Stoffwechsel der Plazenta durch
geanderte Zytokinfreisetzungen aufzeigen kann.

Als Allergene verwendeten wir zum einen isoliertes Apfelallergen, passend dazu
wahlten wir als Probandinnen Apfelallergikerinnen aus. Hier erwies es sich allerdings
als schwierig, in dem Zeitraum, dem diese Dissertation zugrunde lag, eine
ausreichend gro3e Anzahl an getesteten Apfelallergikerinnen zu rekrutieren.
Deswegen nahmen wir zusatzlich auch Schwangere mit anderen Allergien
(Hausstaub, Milcheiweil3) in die Versuche auf und verwendeten die entsprechenden
Allergene (Hausstaubmilbenallergen, Milcheiweil3).

Stand zum Zeitpunkt der Versuche eine RAST- Allergietestung aus, wurde diese im
Nachhinein durch Analyse des mutterlichen Serums nachgeholt. Schwangere mit nur
fraglicher  Allergie wurden ausgeschlossen. Die Allergene oder der
Mastzelldegranulator Compound 48/80 wurden der Perfusion hinzugefugt und die
Freisetzung von Histamin und der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 und IL-10

gemessen.

4.2. Entwicklung des Modells der einseitig offenen Perfusion

Wie schon im Kapitel 3.3 erwahnt, zeigte sich aufgrund der hohen Fehlerquote und
damit bedingten Ausschussrate im Verfahren der doppelseitigen Plazentaperfusion
die Notwendigkeit fur ein Modellsystem, das deutlich erfolgreicher durchzufuhren ist
und weiterhin Einflusse auf den plazentaren Stoffwechsel untersuchen lasst.

Dieses gelang mit der Entwicklung des Modells der einseitig offenen Perfusion, bei
dem die maternalen Seiten zweier verschiedener Kotelydone unabhangig
voneinander perfundiert werden konnten: ein Kotelydo mit Zufuhr von Allergen oder
Compound 48/80, der andere nur mit reiner Perfusionslosung. Letzteres ermoglichte

den Vorteil eines internen Standards. So wiederum konnte eine bessere
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Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchen erzielt werden, da die
allergischen Schwangeren sich sowohl in ihren Allergiearten als auch in den
jeweiligen Sensibilisierungsgraden unterschieden.

4.3. Analyse der Histaminfreisetzung im Plazentagewebe

Die Analyse der Histaminkonzentration erfolgte mittels Fluoreszenzspektroskopie. Im
Vorfeld musste allerdings die urspriingliche Methode nach Friemel (Messung der
Histaminkonzentration nach Mastzelldegranulation im Rattenserum) geandert
werden, um sie an die Bedingungen der Perfusionslésung anzupassen, da hier

deutliche Unterschiede zum Rattenserum bestanden.

4.3.1. Adaptation der ursprunglichen Histaminextraktionsvorlage an das

Perfusionsmedium

Zum einen wurde die Anregungs- u. Emissionswellenlange alteriert, um eine optimale
Detektion des Histamin-o-Phtaldialdehyd-Derivat zu erzielen. Unter Mithilfe der
Mitarbeiter des Instituts fur Physikalische Chemie der Friedrich Schiller Universitat
Jena wurde eine Anregungs- u. Emissionswellenlange (_Ex=355nm, _EM=440nm)
ermittelt, die sich ideal an die Versuchsbedingungen adaptiert zeigte. Damit konnte
eine wesentlich genauere Histaminanalyse erzielt werden, da die veranderten
Wellenlangen zu einem steileren Anstieg der ermittelten Eichkurve fuhrten (s. Abb.
4.1). Die Originalvorlage von Friemel verwendete hierfur eine Wellenlange von
365nm und ein Fluoreszenzmaximum von 450nm.

Zum anderen veranderten wir die Extraktionsbedingungen des Histamins, da bei
Anwendung des Verfahrens nach Friemel, bedingt durch die Zusammensetzung der
Perfusionslosung, die einzelnen Phasen schlechter zu trennen waren und die
Stabilitdt des Histamin-o-Phtaldialdehyd- Derivates herabgesetzt wurde. Dafur
anderten wir die Extraktionsldsung und das Extraktionsschema so, dass das
Histamin besser aus der Perfusionslosung extrahiert werden konnte. Zusatzlich
wurde um die Bildungsreaktion des Histamin-o-Phtaldialdehyd- Derivates zu
beenden, eine starkere Saure, 2M H3POs, statt 1,25M HsPOs, verwendet, da durch

die niedriger konzentrierte Saure die Messwerte im Verlauf weiter anstiegen. Damit
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erreichten wir ein stabileres Derivat, resultierend in zeitunabhangigen und konstanten
Histaminanalysen (s. Abb. 4.2).

Diese Adaptationen fuhrten zu einer guten Analysemoglichkeit des Histamins und
einer guten Reproduzierbarkeit der Messwerte. Die Nachweisgrenze des Histamins

lag dabei bei 5 ng/ml Histamin.
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Abbildung 4.1: Eichgeraden der Histaminbestimmung in Perfusionslsung
Wellenl&ngen fiir Histaminanalyse nach der Originalvorlage nach Friemel (rot), neu adaptiert fiir
humanes Perfusionsmedium (blau)
Rot:  urspriingliche Wellenlangen — Aex=365nm, Aem=450nm
Blau:  veranderte Wellenldngen  — Ae,=355nm, Aew=440nm
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Abbildung 4.2: Histaminkonzentration in Abhangigkeit der Sduremolaritdt und der Zeit (n=4),
(Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung)
Rot:  Saurekonzentration der Originalvorlage (1,25M H3POy
Blau:  veranderte S&urekonzentration (2M HsPO4)
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4.3.2. Histaminfreisetzung nach Zugabe des Mastzelldegranulators Compound 48/80

Wie bereits erwahnt, verwendeten wir den Mastzelldegranulator Compound 48/80 als
Maf der grof3tmaoglichen Histaminfreisetzung durch die Mastzellen der Plazenta. Die
Gabe erfolgte als Bolus nach 60 min zur Perfusionslésung eines Kotyledos einer
Plazenta von einer nichtallergischen Patientin zur, wie bereits in Kapitel 3.4.2.
erwahnten, offenen Perfusion.

Hierbei zeigte sich ein plotzlicher starker Anstieg der Histaminfreisetzung im
Plazentagewebe unmittelbar nach Bolusgabe. Danach sank die Konzentration des
Histamins auf basale Werte, um drei Stunden nach Bolusapplikation erneut
anzusteigen, ohne dass eine weitere Zugabe von Compound erfolgte. Der Vergleich
zum Kontrollkotyledo, der ausschlieBlich mit Perfusionslosung gespult wurde zeigte,
dass hier die Histaminkonzentration weitgehend auf basalem Niveau blieb ohne
ahnliche Schwankungen (s. Abb. 4.3.).
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Abbildung 4.3: Histaminfreisetzung aus perfundiertem Kotyledo einer nichtallergischen Schwangeren nach
Bolusgabe von Compound 48/80 nach 60 min (Pfeil) zur offenen Perfusion;
Histaminkonzentration in ng Histamin pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe (n=1)

Blau:  Compound 48/80 Zugabe
Rot:  Kontrolle (Kotyledo derselben Plazenta nur mit Perfusionsldsung gespiilt)

4.3.3. Histaminfreisetzung nach Zugabe von Allergenen

Nach Allergenzugabe zum Plazentagewebe sowohl bei Perfusion mit Apfelallergenen
als auch mit den udbrigen Allergenen (Hausstaub, Milcheiweif3), konnte keine
Erhéhung der Histaminfreisetzung im Vergleich zum Kontrollkotyledo erzielt werden
und samtliche dieser Versuche wiesen grofle Schwankungen in den freigesetzten

Histaminkonzentrationen auf (s. Abb. 4.4.).

38



4. Ergebnisse

)]

600 l

w B
o o o o
o o o (=)
L L L

- N
o
o

L

Histamin in pg/ml*kg

o
|

0 60 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Zeit in min

Abbildung 4.4: Mittelwerte der Histaminfreisetzung aus Plazenten von Apfelallergikerinnen nach
Apfelallergenzugabe
Die Einheit der Histaminkonzentration wurde berechnet als pg Histamin pro ml Perfusat pro kg
Plazentagewebe
Blau:  Apfelallergenzugabe (nach 60min/Pfeil) c= 4 pg/ml (n=2)
Rot:  Kontrollkotyledo mit reiner Perfusionsldsung gespiilt

4.4. Bestimmung der Zytokinfreisetzung

Die Bestimmung der Freisetzung der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-2, IL4, IL-6 und IL-10
erfolgte unter Verwendung des bereits beschriebenen Cytometric Bead Array der

Firma BD Bioscience.

4.4 1. Zytokinanalyse nach Zugabe von Apfelallergen

4.4.1.1. Analyse von TNF-a nach Zugabe von Apfelallergen

Hierbei zeigte nach Zugabe des Apfelallergens Mald-1 (c= 4ug/ml) zu Plazenten
apfelallergischer Schwangerer mit fortlaufender Zeit eine erhéhte TNF-o-Freisetzung.
Wie in der Abbildung 4.5 zu sehen, vollzog sich nach Allergenzugabe ein circa 21-
facher Anstieg der TNF-o- Konzentration (von durchschnittlich 367 pg/ml*kg auf
7980 pg/ml*kg) uber insgesamt 360 Minuten Perfusionsdauer, wahrend im
Kontrollkotyledo ohne Allergenzugabe ein geringerer Anstieg der TNF-a
Konzentration zu verzeichnen war.

Vergleicht man die TNF-oo Sekretion nach Apfelallergenzugabe zwischen

apfelallergischen und gesunden Probandinnen, so zeigt sich eine deutlich friher
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einsetzende (bereits eine Stunde nach Allergenzufuhr) und auch wesentlich hdhere
Freisetzung von TNF-o in Plazenten allergischer Mutter als im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen. Bei letzteren konnte erst nach 280 min, also nach uUber
drei Stunden nach Allergenzugabe ein Anstieg der Zytokinkonzentration verzeichnet
werden, die Unterschiede im Vergleich zur Perfusion mit reiner Perfusionslosung

fielen gering aus (s. Abb. 4.6).
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Abbildung 4.5: Mittelwerte der TNF-o. Freisetzung in Plazenten von Apfelallergikerinnen (n=3) nach
Apfelallergenzugabe
TNF-o Konzentration berechnet als pg TNF-ow pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler
Blau:  Apfelallergenzugabe (nach 60min/Pfeil) c=4ug/ml
Rot:  Kontrollkotyledo mit reiner Perfusionsldsung
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Abbildung 4.6: Differenz der TNF-o. Freisetzung (Mittelwerte) in Plazenten von Apfelallergikerinnen und
gesunden Schwangeren nach Zugabe von Apfelallergen (nach 60min/ Pfeil)
Blau:  Kotyledone von Pat. mit Apfelallergie (n=3)
Rot:  Kotyledone von Pat. ohne Allergie (n=1)
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4.4.1.2. Analyse von IL-6 und IL-10 nach Zugabe von Apfelallergen

Auch bei der Analyse dieser Zytokine konnte festgestellt werden, dass eine
Apfelallergenzugabe nach 60 Minuten Perfusionsdauer sich in einem vermehrten
Anstieg der IL-6 Konzentration und in geringerem MalRe auch der IL-10-
Konzentration aulerte, als im Vergleich zu Plazentagewebe, das mit reinem
Perfusionsmedium gespult wurde. Allerdings fielen diese Unterschiede, insbesondere
bei IL-10, wesentlich geringer aus, als bei der Freisetzung von TNF-a.. Es zeigte sich
auch eine zeitliche Abhangigkeit, da erst ab 200 Minuten Perfusionsdauer, also uber
zwei Stunden nach Allergenzugabe, sich ein Anstieg der IL-10 und ab 300 Minuten
sich ein noch deutlicherer Anstieg der IL-6 Konzentration darstellen lie® (s. Abb. 4.7.
und 4.8).

Die Bestimmung von IL-6 blieb aus finanziellen Grinden (unterschiedliche
Cytometric Bead Array-Kits) im Rahmen meiner Dissertation begrenzt (n=1),
nachfolgende Arbeitsgruppen unseres Labors fuhrten diese Versuche fort mit

weiteren Bestimmungen von IL-6 und ahnlichen Ergebnissen (s. Anhang S.XIV-XV).

4.000
3.500 A
2 3.000 //-
€ 2,500 v
2 2.000 ‘\\
£ 1500 [0 /
[{e]
< 1.000
500 MMW*
0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zeit in min

Abbildung. 4.7: IL-6 Freisetzung bei Apfelallergikerinnen nach Apfelallergenzugabe (n=1)
(IL-6 Konzentration berechnet in pg IL-6 pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe)
Blau:  Kotyledo mit Allergenzugabe, Allergenzugabe erfolgte nach 60 min (Pfeil)
Rot:  Kontrollkotyledo derselben Probandin ohne Allergenzugabe
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Abbildung 4.8: Mittelwerte der IL-10 Freisetzung bei Apfelallergikerinnen nach Apfelallergenzugabe (n=3);
IL-10 Konzentration berechnet als pg IL-10 pro ml Perfusat pro kg Plazentagwebe
(Fehlerbalken zeigen den Standardfehler)
Blau:  Kotyledo mit Allergenzugabe, Allergenzugabe erfolgte nach 60 min (Pfeil),
Rot:  Kontrollkotyledo derselben Probandin ohne Allergenzugabe

4.4.1.3. Analyse von IFN-y, IL-2, IL-4 nach Zugabe von Apfelallergen

Hierbei zeigten sich nachweisbare Mengen dieser Interleukine in unseren
Perfusionen, jedoch keine wesentlichen Anderungen in der Freisetzung bei
allergischen und nichtallergischen Schwangeren sowie auch nicht bei
allergenhaltiger und allergenfreier Perfusion. Ebenso beliefen sich die
Schwankungen zwischen den einzelnen Plazenten auf ein betrachtliches Mal}, so

dass hier keine vergleichenden Ruckschlusse gezogen werden konnen.

4.4.2. Zytokinfreisetzung nach Zugabe von Hausstaubmilbenallergen

Nach Zugabe von Hausstaubmilbenallergen zur Plazentaperfusion einer
Haustaubmilbenallergikerin zeigten sich bezuglich der Freisetzung von TNF-q,, IL-10
und IL-6 geringe Erhohungen der Konzentration im Vergleich zur Spulung mit reiner
Perfusionslosung (s. Abb. 4.9 bis 4.11).

Ein Anstieg von IFN-y, IL-4 und IL-2 liel3 sich auch hier nach Allergenzugabe nicht

verzeichnen (Ergebnisse nicht graphisch dargestellt).
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Abbildung 4.9: TNF-o. Freisetzung bei hausstaubmilbenallergischer Probandin nach Hausstaubmilben-

allergenzugabe (n=1)

TNF-o Konzentration berechnet als pg TNF-o pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe

Blau:  Kotyledo mit  Allergenzugabe (erfolgte nach 60 Minuten/Pfeil)
Hausstaubmilbenallergenkonzentration: ¢ = Der I: 4ug/ml, Der II: 2ug/ml

Rot:  Kotyledo ohne Allergenzugabe

IL-6 Konzentration [pg/ml*g]
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Abbildung 4.10: IL-6-Freisetzung bei hausstaubmilbenallergischer  Probandin  nach Hausstaubmilben-

allergenzugabe (n=1)

IL-6 Konzentration berechnet als pg IL-6 pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe

Blau:  Kotyledo  mit  Allergenzugabe  (erfolgte  nach 60  Minuten  /Pfeil),
Hausstaubmilbenallergenkonzentration ¢ = Der I: 4ug/ml, Der II: 2ug/ml

Rot:  Kotyledo ohne Allergenzugabe
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Abbildung 4.11: IL-10 Freisetzung bei hausstaubmilbenallergischer Probandin nach Hausstaubmilben-

allergenzugabe (n=1)

IL-10 Konzentration berechnet als pg IL-6 pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe

Blau:  Kotyledo mit Allergenzugabe (erfolgte nach 60 Minuten/Pfeil) ¢ = Der I: 4jug/ml, Der
[1: 2pg/ml

Rot:  Kotyledo ohne Allergenzugabe

Beim Vergleich der Reaktion auf Hausstaubmilbenallergenzugabe zeigt sich bei fast
allen ermittelten Interleukinen eine deutliche hohere Sekretion im Plazentagewebe

der diesbezuglich allergischen Schwangeren im Vergleich zur nichtallergischen

Schwangeren (s. Abb. 4-12 bis 4-13).
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Abbildung 4.12: TNF-o. Sekretion unter Hausstaubmilbenallergenzugabe (c= Derl: 4ug/ml, Der II; 2ug/ml) zur

Plazentaperfusion einer Hausstaubmilbenallergikerin im Vergleich zur Plazenta einer gesunden
Schwangeren (n=2), Allergenzugabe nach 1 Stunde (Pfeil)

Blau:  Hausstaubmilbenallergikerin

Rot:  Gesunde Kontrollschwangere

Anm.: fehlende Balken resultieren aus nicht bestimmten Werten
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Abbildung. 4-13: IL-10 Sekretion unter Hausstaubmilbenallergenzugabe (Hausstaubmilbenallergenkonzentration
c= Der I: 4ug/ml, Der II: 2ug/ml) zur Plazentaperfusion einer Hausstaubmilbenallergikerin im
Vergleich zur Plazenta einer gesunden Schwangeren (n=2), Allergenzugabe nach 1 Stunde
(Pfeil)
Konzentration IL-10 berechnet aus pg IL-10 pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe
Blau:  Hausstaubmilbenallergikerin
Rot:  Gesunde Kontrollschwangere
Anm.: fehlende Balken resultieren aus nicht bestimmten Werten

Allerdings ist diese erhohte Freisetzung auch ohne Allergenzugabe nachweisbar,
d.h. auch bei reiner Perfusionslosung analysierten wir bei der allergischen Patientin
eine meist von Beginn hohere Konzentration an IFN-y, TNF-o. und IL-10, IL-4 und
IL-2, die einzelnen Werte lagen aber unter den Konzentrationsfreisetzungen nach

Allergenkontakt.

4.4.3. Interleukinfreisetzung nach MilcheiweiRallergenzugabe bei

MilcheiweiRRallergikerin

Bei diesen Versuchen zeigte sich nach MilcheiweiRallergenzugabe in den
Konzentrationen von TNF-o, und IL-6 deutliche Erhéhungen nach Allergenzugabe als
bei den Plazentagewebsperfusionen, die nur mit reinem Perfusionsmedium gespult
wurden. Diese Konzentrationsunterschiede lie3en sich erst nach zwei Stunden nach
Allergenzugabe bei TNF-o. und nach ungefahr drei Stunden bei IL-10 feststellen (s.
Abbildung 4.14. und 4.15).
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Abbildung 4-14: TNF-o. Sekretion wahrend Plazentaperfusion einer Pat. mit MilcheiweiRallergie (n=1)

TNF-o—Konzentration berechnet als pgTNF-o. pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe

Blau:  Milcheiweilallergenzugabe (nach einer Stunde/Pfeil, Konz. des Milcheinweilallergens
2,78 mg/ml)

Rot:  ohne Allergenzugabe
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Abbildung 4-15: IL-6 Sekretion wahrend Plazentaperfusion einer Pat. mit Milcheiweilallergie (n=1)

Konzentration IL-6 berechnet als pg IL-6 pro ml Perfusat pro kg Plazentagewebe

Blau:  MilcheiweiRallergenzugabe (nach einer Stunde/Pfeil, Milcheiweilallergenkonzentration
2,78 mg/ml)

Rot:  ohne Allergenzugabe

4.4 4. Interleukinfreisetzung nach Zugabe von Compound 48/80

Nach Bolusapplikation von Compound 48/80 zum Perfusionsmedium des Kotyledos

einer Nichtallergikerin konnte keine signifikante Erhdhung der Interleukine TNF-q,

IFN-y, IL-10, IL-6, IL-4 und IL-2 beobachtet werden, es fanden sich ebenfalls keine

Unterschiede zum Kontrollkotyledo, der nicht mit Compound 48/80 gespult wurde.

(Daten nicht graphisch dargestellt).
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4.5. Zytokinanfarbung (TNF-o) in Plazentagewebeproben

Die folgende Abbildung (Abb. 4-16 a-d) zeigt die Verteilung von TNF-o nach
Anfarbung durch einen entsprechenden polyklonalen Antikérper in perfundierten
Gewebeschnitten der Plazenta. Diese Schnitte beinhalten zum grof3ten Tell
Zottengewebe.

Die vermehrte TNF-a-Sekretion tritt deutlich durch eine Braunanfarbung hervor.

Abb. 4-16a.: Abb. 4-16b.:

Abb. 4-160.: ] Abb. 4-16d.:

Abb. 4-16 a-d

a - Plazentagewebe einer Apfelallergikerin mit Apfelallergen gesplilt

b - Plazentagewebe einer Apfelallergikerin ohne Apfelallergen gespiilt

¢ - Plazentagewebe einer Nichtallergikerin nach Spilung mit Apfelallergen
d - Plazentagewebe einer Nichtallergikerin ohne Apfelallergen gespiilt
VergréRerungen jeweils 20t fach
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Dissertation bestand darin, die Einfliisse eines Allergenkontaktes auf
die Zytokinfreisetzung in der ex vivo perfundierten menschlichen Plazenta von
allergischen und gesunden Patientinnen zu untersuchen.

Ausgangspunkt bildete die Hypothese des ,Fetal Programming®, die bezogen auf
allergische Erkrankungen, eine epigenetische Form der Allergietbertragung von der
Mutter auf das Kind durch veranderte Einflisse in utero vermutet. Diese durch
Allergenkontakt veranderten Muster der Mediatorensekretion in der Plazenta wollten

wir mit unseren Untersuchungen darstellen.

Als Allergen hierflr, das diese Veranderungen provozieren sollte, wahlten wir zum
einen das Apfelallergen Mald1 aus, ein haufiges Nahrungsmittelallergen mit
erheblicher Kreuzreaktivitat zum inhalativen Birkenpollenallergen Betv1. Dieses
Allergen wurde durch Mitarbeiter unseres Plazentalabores und in Zusammenarbeit
mit Kollegen des Instituts fur Klinische Immunologie der Friedrich Schiller Universitat
hergestellt [Heinzelmann 2005]. Den Einfluss dieses Allergens testeten wir an
Plazenten apfelallergischer Schwangerer im Vergleich zu nichtallergischen
Kontrollpersonen. Die insgesamte Anzahl der Plazenten apfelallergischer
Schwangerer fiel gering aus. Deshalb verwendeten wir weiterhin das
Nahrungsmittelallergen  R-Lactoglobulin  und das haufig  vorkommende
Hausstaubmilbenallergen als inhalatives Allergen.

Da die Moglichkeit der Verwendung von Plazenten der fir diese Versuche
geeigneten allergischen Schwangeren auf ein geringes Mal} begrenzt blieb, zeigte es
sich notwendig, ein Perfusionsmodell mit moglichst geringer Ausschussrate zu
generieren. Um dies zu ermoglichen, entwickelten wir das Modell der offenen
einseitigen Plazentaperfusion. Dies gestattete die getrennte Perfusion zweier
Kotyledonen einer Plazenta, der eine wurde unter Zugabe der gewinschten
Allergene oder Compound 48/80, der andere nur mit reinem Perfusionsmedium
perfundiert.

Die erwahnte Ausschussrate blieb minimal. Zusatzlich konnte damit eine interne
Kontrolle ohne weitere notwendige neue Versuche eingerichtet werden. Beides

erwies sich als Vorteil der neu entwickelten Methode. Desweiteren erhofften wir uns
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durch die Kanulierung der dezidualen Seite der Plazenta mit dinnen Kanullen ein
Erreichen des intervillosen Raumes unter Erhalt der fetomaternalen Grenzschicht.
Die ermittelte Zytokinfreisetzung als Reaktion auf die Allergenzugabe lie® allerdings
keine Aussage zu, ob diese Sekretion von Immunzellen der fetalen oder der

maternalen Seite stammte.

Die insgesamte Anzahl unserer verwendeten Plazenten allergischer Schwangerer
blieb aus den bereits 0.g. Griinden begrenzt. Zudem gestalten sich unsere Versuche
sehr aufwendig bei langer Versuchsdauer und unterschiedlichen Versuchs-
zeitpunkten (tags/nachts/Wochenende) je nach verfugbaren Plazenten. AulRerdem
waren die finanziellen Verhaltnisse unseres Laborbudgets gerade bei preisintensiven
Nachweisverfahren wie dem Cytometric Bead Array zur Analyse der Zytokine
begrenzt, so dass wir uns auf eine geringe Anzahl auch an Kontrollplazenten
beschrankt haben. Weitere Versuche hierzu wurden durch nachfolgende
Arbeitsgruppen unseres Labors durchgefuhrt (Plazentaperfusion mit Plazenten von
Apfelallergikerinnen und gesunden Schwangeren) und zeigten hier auch ahnliche
Ergebnisse (s. Erganzung zur statistischen Auswertung mit beschreibenden
Auszugen aus der Publikation von Uta Enke [Enke et al 2014] im Anhang Seite XIV-
XV).

Um das sezernierte Histamin in unseren gesammelten Perfusionsproben messen zu
konnen, verwendeten wir die Methode der fluoreszensphotometrischen Analyse des
Histamins nach Friemel [Friemel et al 1991]. Hierzu nahmen wir vorab Anderungen
vor, die diese Methode an die Bedingungen unserer Versuche (Perfusionsmedium)
anpassten. So wurde die Extraktion des Histamins aus dem Perfusionsmedium
verfeinert, ebenso konnte das Histamin-OPT-Derivat durch eine hoher molekulare
Saure gefestigt und die Sensitivitat des gesamten Verfahrens durch Anpassung der
Wellenlange erhdht werden.

Histamin selbst spielt eine zentrale Rolle bei allergischen aber auch
inflammatorischen Erkrankungen und wird hierbei durch Immunzellen wie Mastzellen
uber den IgE-Rezeptor FceRIl in groler Menge sezerniert [Menzies et al 2011,
Metcalfe et al 1997]. Eine hohe Histaminfreisetzung aus plazentaren Mastzellen
wiesen wir in unserer Studie durch Zugabe des Mastzelldegranulators Compound
48/80 zur Perfusion nach.
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Die Sekretion von Botenstoffen aus Mastzellen wurde bereits durch einige
Forschergruppen beschrieben, so wies eine Studie indirekt die Freisetzung von
Histamin aus Mastzellen der Plazenta nach, indem hier ein Abfall der
Histaminkonzentration in plazentarem Gewebe nach 90-minutiger Perfusion mit ANP
(Atriales Natriuretisches Peptid) beobachtet wurde [Szukiewicz et al 2001]. Eine
andere Arbeitsgruppe beschrieb Mastzelldegranulation in Plazenten von Mausen
durch vermehrten stressbedingten Anstieg von Substanz P [Markert et al 1997].
Weiterhin ist bekannt dass isolierte uterine Mastzellen nach IgE-Stimulation Gber
ihren Rezeptor FceRI Histamin sezernieren kdnnen [Massey et al 1991].

Histamin ist ebenfalls im  Schwangerschaftsverlauf ein  bedeutender
Stoffwechselmediator, unter anderem sub partu durch Induktion von
Myometriumkontraktionen, indem es die Synthese von Prostaglandinen fordert
[Garfield et al 2006]. Allerdings finden sich in der aktuellen Literatur keine Hinweise
auf einen Zusammenhang von Fruhgeburtlichkeit und Allergien durch
Histaminsekretion. Somit wird wahrscheinlich die Aktivitat der Mastzellen bzw. auch
des Histamins in uterinen und plazentaren Zellen genau gesteuert [Menzies et al
2001, Bytautiene et al 2008, Woidacki et al 2014]. Es wurde festgestellt, dass das
Vorliegen einer mutterlichen Allergie wahrend der Schwangerschaft mit langerer
Schwangerschaftdsdauer, hoheren Geburtsgewichten [Somoskovi et al 2007] und
vermindertem Risiko von Frihgeburtlichkeit einhergeht [Savilahti et al 2004]. Diese
Erkenntnisse sprechen demnach eher flr eine gunstige Auswirkung auf den
Schwangerschaftsverlauf, welchen Einfluss dabei jedoch Histamin innehat bleibt
unklar. Maternales IgE wurde bereits in der Plazenta vornehmlich im Bereich der
fetalen Hofbauerzellen (Makrophagen) in den Zotten beschrieben, man weil}
allerdings noch nicht viel Uber die mdgliche Bindung an Mastzellen [Rindsjo et al
2010].

Im weiteren Verlauf unserer Experimente erwarteten wir auch eine Erhdhung der
Histaminsekretion nach Zugabe der verschiedenen Allergene zu den Plazenten der
Allergikerinnen. Dieses konnten wir allerdings nicht bestatigen, es fanden sich nur
geringe Konzentrationen an Histamin in der Analyse. Zusatzlich wiesen die
Messwerte erhebliche Schwankungen und keine wesentlichen Unterschiede zu den
Kontrollversuchen ohne Allergenzugabe auf.

Als mdgliche Ursache hierfur kdnnte sprechen, dass zu wenig bioaktives Allergen die

Mastzellen in unseren Versuchsplazenten erreichte, sei es aufgrund zu geringer
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Allergenkonzentration durch Verdinnung oder durch Transporthindernisse der
plazentaren Gewebeschranken. Ebenfalls kdnnte eine eingeschrankte Stabilitat der
Allergene, durch lokale Gewebefaktoren oder durch Bedingungen im
Perfusionsmedium verursacht, eine Rolle spielen [Rudeschko et al 1995, Enke et al
2014]. Als weitere mdgliche Erklarung hierfur auf zellularer Ebene kdnnte sprechen,
dass sezerniertes Histamin zlgig an Histaminrezeptoren der Zielzellen gebunden
wird und damit nicht mehr in unseren Versuchproben als freier Mediator
nachzuweisen war. Solche Rezeptoren sind zum Beispiel der Histaminrezeptortyp
HR1, der auf Zellen der Synzytiotrophoblasten nachgewiesen wurde [Matsuyama et
al 2006]. Die Zugabe von Compound 48/80 fuhrt zu einer raschen Freisetzung einer
erheblichen Menge an Histamin, welches womadglich nicht schnell genug an die
Zielrezeptoren gebunden werden kann und demnach noch ausreichend in den
Perfusionsproben nachzuweisen war. Im Gegensatz dazu flhrt eine Allergenzugabe
moglicherweise nur zu einer geringeren Sekretion von Histamin, welches durch
Bindung schneller aus dem Medium entfernt und deswegen durch unsere Analyse
nicht ausreichend bestimmt werden konnte. Eine weitere Erklarung fur die
aufgetretenen Schwankungen bei der Histaminanalyse nach Allergenkontakt kann in
der Methode des Nachweisverfahrens gesehen werden mit dafur wahrscheinlich zur
geringer Sensitivitat (< 5ng/ml). Weiterhin lasst sich auch die sehr aufwendige
Methode der Histaminextraktion aus der Perfusionsldsung, als womaoglich ebenfalls

ursachlich fur solche Anfalligkeiten der Messergebnisse anfuhren.

Zusatzlich zum Histamin erfolgte die Analyse weiterer Zytokine. Als Methode hierfur
wahlten wir fur unsere Bestimmungen einen Cytometric Bead Array der Firma BD
Bioscience. Wir konzentrierten uns dabei auf die Analyse der TH1- Zytokine IFN-y,
TNF-o und IL-2 sowie IL-4, IL-6 und IL-10 als Zytokine vom TH2-Typ. Dabei zeigte
sich bezuglich der Bestimmung von TNF-a eine deutliche Sekretionserhéhung nach
Apfelallergenzugabe bei Apfelallergikerinnen schon nach 60 Minuten, bei
Nichtallergikerinnen erst nach 200 Minuten und in geringerem Ausmale. Diese
Beobachtungen konnten wir auch nach Hausstaubmilbenallergenzugabe zur
Perfusionsanordnung bei einer entsprechenden Allergikerin feststellen, allerdings
nicht in der gleichen Intensitat.

TNF-o. ist eines der bedeutendsten proinflammatorischen Zytokine, welches

hauptsachlich von Makrophagen/Monozyten, TH1-Zellen und einigen TH2-Zellen
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gebildet wird. Bekannt ist, dass es aus Mastzellen der Plazenta sezerniert werden
kann [Markert et al. 1997]. Weiterhin wurde untersucht, dass dieses Zytokin auch in
anderen Geweben wahrend einer Schwangerschaft produziert wird, wie den
Eierstocken [Roby et al 1990], im Endometrium [Hunt et al 1992], in der Plazenta
[Yelavarthi et al 1991] und im Fetus selbst [Zolti et al 1991].

TNF-o bewirkt unter anderem die Aktivierung von B- u. T-Lymphozyten, sowie von
Makrophagen und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Auslésung von
Entzindungsreaktionen und in der Freisetzung weiterer Zytokine. Desweiteren
besitzt TNF-a. auch eine unterstutzend pathogene Wirkung bei allergischen
Erkrankungen wie Asthma und anderen Hypersensibilitatserkrankungen [Berry et al
2007, Thomas et al 1995, Li Kam Wa et al 1999]. Weiterhin spielt TNF-a eine
bedeutende Rolle bei Vorgangen des programmierten Zelltodes (Apoptose) in der
Plazenta [Dealtry et al 2000]. In vitro Versuche zeigten auch, dass bei langerem
Einfluss von Hypoxie die Produktion von TNF-a sowie IL-1 durch die Chorionzotten
der Plazenta gesteigert wird [Benyo et al 2001, Wang et al 1996]. Durch
verschiedene Studien wurde nachgewiesen, dass TNF-a bei normalen
Schwangerschaftsverlaufen erhoht im Plazentagewebe und im Fruchtwasser
vorkommt [Maymon et al 1999, Kharfi et al 2006, Haider et al 2009], welches sich
auch in unseren Ergebnissen zeigte.

Fir den signifikanten Anstieg von TNF-oo nach Allergenzugabe in den
Perfusionsproben aus Plazenten allergischer Mutter lasst sich keine genaue
Erklarung finden. Die Vermutung liegt zwar nahe, dass dies durch allergische
Reaktionen mit TNF-a Freisetzung vermittelt sein kann, einen Beweis dafir kénnen
wir mit unseren Untersuchungen nicht liefern. Moglich ware auch eine Art
Stressreaktion auf die Allergenzufuhr, die sich in einer Konzentrationserhohung von
TNF-o aullern kann. Diese These wird in den Studien von Argiles et al. untersucht,
die aufzeigten, dass eine erhohte Belastung durch Stress zu einer vermehrten
Sekretion von TNF-a in der Plazenta fuhrt [Argiles et al 1997]. Weiterhin ist auch
bekannt dass risikoreiche Schwangerschaftsverlaufe wir Aborte, Friahgeburtlichkeit
und Praeklampsie mit verstarkter TNF-o Sekretion in u.a. der Plazenta und im
Fruchtwasser einhergehen [Brogin Moreli et al 2012, Calleja-Agius et al 2012].

Es konnte sich auch um eine Abwehrreaktion auf ein fremdes Antigen handeln im

Sinne eine Entzindungsreaktion, da auch bei Nichtallergikerinnen nach
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Allergenkontakt die TNF-o. Sekretion zwar spater und in geringerem Male, aber

doch deutlich vernehmbar gesteigert wurde.

Unsere Versuche wiesen ebenfalls nach, dass auch die andere Zytokine, wie IL-10
und IL-6 einen Anstieg nach Allergenkontakt ahnlich wie TNF-o, allerdings nach
langerer Zeit und nicht in derselben Intensitat, aufwiesen.

IL-10 wird vornehmlich von Makrophagen, TH1- sowie TH2-Zellen gebildet und wirkt
antiinflammatorisch, da es die Zytokinsekretion von Monozyten/Makrophagen und
TH1-Zellen und damit auch die Freisetzung von TNF-o supprimiert. Desweiteren
unterdrickt es die TH1-Zellen und fordert die Bildung der TH2-Zellen [Janeway
2005]. In Versuchen mit isolierten Plazentazellkulturen aus terminnahen
Kaiserschnitten konnte gezeigt werden, dass IL-10 und IL-4 antiinflammatorisch
durch Hemmung u.a. der TNF-o Sekretion wirken. [Goodwin et al 1998, Roth et al
1996].

Warum IL-10 in unseren Versuchen erst nach deutlicher Zeitverzogerung zum TNF-o
sezerniert wurde, lasst sich allerdings nicht erklaren.

IL-6 wird ebenfalls wie IL-10 von Makrophagen und auch TH2-Zellen produziert.
Letztere stimulieren so eine humorale Infektabwehr oder eben eine allergische
Reaktion auf ein ausldésendes Antigen. IL-6 wirkt positiv auf die Differenzierung von
B-Lymphozyten zu Antikdrper produzierenden Plasmazellen sowie co-stimulierend
auf die Entwicklung der T-Zellen [Janeway 2005].

Eine erhohte Sekretion dieser beiden Interleukine in unseren Versuchen bei
Plazenten allergischer Mutter kann im Zusammenhang mit einer allergietypischen
TH2-Zell betonten Reaktion gesehen werden. Einen weiteren Beweis flr eine
allergenvermittelte Reaktion liefert eine andere Arbeitsgruppe, die die Bedeutung von
IL-6 im Zusammenhang mit allergischen Reaktionen untersuchte. Hier wurde die
Reaktion von T-Zellkulturlinien in vitro nach Stimulation mit einem Modellallergen
getestet. Nach Allergenkontakt wurde eine stark erhohte Produktion von IL-6
festgestellt und nach einiger Zeit auch die von IL-4, welches sich supprimierend auf
die IL-6-Sekretion auswirkte [Liebers et al 2000].

Betrachtet man nur die vermehrte Expression der proinflammatorischen Zytokine

TNF-o und IL-6 nach allergener Stimulation in Plazenten allergischer Mutter, 1asst

53



5. Diskussion

dies den Schluss zu, dass es sich hierbei generell um gesteigerte inflammatorische
Reaktionen handelt [Enke at al 2014].

So wurde durch inhalative Allergene eine erhdhte Freisetzung von TNF-o. und IL-6
aus Epithelzellen der Atemwege, Alveolarmakrophagen und Monozyten sowie
Makrophagen beobachtet. Dies deutet an, dass Allergene als Frihreaktion
proiinflammatorische Immunreaktionen hervorrufen [Vroling et al 2007, Chen et al
2003, Andersson Lundell et al 2005]. IL-6 und TNF-o gelten zwar nicht als die
Zytokine, die starke TH2-basierte Immunreaktionen hervorrufen, aber in Versuchen
mit Mausen wurde nachgewiesen, dass Alveolarmakrophagen, die durch
Hausstaubmilbenallergen  angeregt wurden, T-Zellproliferation und TH2-
Zellentwicklung durch u.a. Sekretion von IL-6 und TNF-a fordern. Dies deutet eine
mdgliche bedeutende Funktion dieser Zytokine in allergischen Reaktionen an [Chen
et al 2003, Enke et al 2014].

Eine andere Studie wies eine erhohte Sekretion von IL-6 im Nabelschnurblut bei
Geburtsverlaufen nach, bei denen sich histologisch Zeichen fur inflammatorische
Prozesse wie Chorioamnionitis fanden [Duncombe et al 2010].

Unsere Versuche allerdings zeigten auch, dass wir in keinem der Experimente eine
signifikante Erhohung von IL-4, weder nach Allergenkontakt bei Plazenten
allergischer Mutter noch im Vergleich zum Kontrollkotyledo ohne Allergenzufuhr,
feststellen konnten. IL-4 stellt einen der wichtigsten Mediatoren bei allergischen
Erkrankungen dar und wird hauptsachlich durch TH2-Zellen und Mastzellen
produziert. Eine Erklarung hierfur kdnnte sein, dass dieses Zytokin erst zeitverzogert
nach der Sekretion anderer Interleukine freigesetzt wird und dass unsere
Perfusionen Uber 300 min Dauer dafur keinen ausreichend langen Zeitraum bildeten.
Weiterhin mdglich ist auch, dass schlicht die Sensitiviat unserer eingesetzten
Nachweismethode zu gering ausfiel zur Feststellung von signifikanten
Konzentrationsunterschieden. Ebenfalls konnte eine rasche Bindung von IL-4 an
Zielzellen als ursachlich fur eine unzureichende Analyse anzusehen sein.

Eine andere Arbeitsgruppe konnte in Analysen von plazentarem Gewebe in
Terminnahe von komplikationslosen Schwangerschaftsverlaufen keine signifikante
Expression von IL-4 mittels ELISA oder immunhistochemische Untersuchungen
feststellen [Hanna et al 2000]. Jones et al konnten ebenfalls kein IL-4, daftr aber IL-
10 und IFN-y aus dezidualem Gewebe fortgeschrittenen Schwangerschaftsalters
detektieren [Jones et al 1997].
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Bezulglich IL-2 und IFN-y fanden sich keine relevanten Konzentrationsunterschiede
nach Allergenkontakt. Zu erwarten gewesen ware eine verminderte Ausschuttung, da
es sich um TH1-Zytokine handelt. Dass eine Allergenstimulation zu einer TH2
basierten Zytokinexpression fuhrt, ist durch viele bereits erwahnte Arbeitsgruppen
nachgewiesen worden, u.a. auch in Experimenten mit allergenstimulierten
schwangeren Mausen, welches zu einer erniedrigten IFN-y—Produktion fuhrte [Uthoff
et al 2003].

Desweiteren analysierten wir die Freisetzung der o0.g. Interleukine nach
Bolusapplikation von Compound 48/80 in der Plazenta einer Nichtallergikerin. Hier
zeigten sich weder eine Erhdhung in der Freisetzung von IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6,
IL-4 und IL-2, noch ein Unterschied zum Kontrollkotyledo ohne Zusatz von
Compound 48/80, ganz im Gegensatz zur deutlich gesteigerten Histaminfreisetzung
in diesem Versuch. Dies konnte dafur sprechen, dass in diesem Falle die Zytokine
TNF-q, IL-10 und IL-6 nicht durch Mastzellen freigesetzt werden, obwohl in anderen
Studien bewiesen wurde, dass Mastzellen generell TNF-o und IL-6 nach Stimulation
mit Compound 48/80 ausschutten kdnnen [Kruger-Krasagakes et al 1999, Kulka et al
2008, Gibbs et al 2001, Kim et al 2007]. Damit lasst sich durch unsere Versuche
allein nicht die These aufstellen, dass Mastzellen der Plazenta kein TNF-a oder IL-6

ausschutten konnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass allergeninduzierte Mastzelldegranulation
und Zytokinfreisetzung in der Plazenta stattfinden konnen. Die erhohten
Konzentrationen von IL-6 und TNF-a nach Allergenkontakt in Plazenten allergischer
Mutter im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen bei Nichtallergikerinnen deuten
eine gesteigerte proinflammatorische Immunreaktion gegenuber unseren gewahiten
Allergenen, insbesondere dem Apfelallergen an.

Diese Vorgange konnten an der Pragung der fetalen Immunantwort gegenuber

Allergenen beteiligt sein.
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Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1.: Uberblick Uber die Entwicklung der Abwehrzellen
Aus: Entwicklung von Blut- und Immunzellen aus Stammzellen im Knochenmark;

© Krebsinformationsdienst Deutsches Krebsforschungszentrum

Abb. 1.2.: Aufbau der reifen Plazenta
Aus: http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/sollwedel-andre-sascha-2007-10-24

Abb. 3.1.: schematische Darstellung des RAST- Allergietestverfahrens
Aus: http://www.allum.de/diagnostik/bestimmung-des-spezifischen-ige-im-blut.html

Abb. 3.2.: Schema offene einseitige Plazentaperfusion
adaptiert nach http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/sollwedel-andre-sascha-2007-

10-24

Abb. 3.3.: Gespultes Kotyledo (hell) nach sechs Stunden Perfusionsdauer

Aus: Eigene Bilder / Plazentalabor Unifrauenklinik Jena

Abb. 4.16 a-d: Plazentagewebe

Aus: Eigene Bilder/ Plazentalabor Unifrauenklinik Jena
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Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.1.
Zellen des Immunsystems und ihre Aufgaben: adaptiert nach Piper 2007 und

Janeway 2005

Tabelle 1.2.

Uberblick tber die haufigsten wichtigsten Zytokine und deren Wirkungen: adaptiert
nach Janeway 2005 und Buhling 2000

Tabelle 1.3.:

Uberblick Gber Immunglobuline und ihre Eigenschaften: adaptiert nach Biihling 2003

Tabelle 1.4.:
Einteilung allergischer Reaktionen nach Coombs und Gell 1963: adaptiert nach

Bahling 2003

Tabelle 1.5.

Stoffaustausch in der Plazenta: adaptiert nach Dudenhausen 2008
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Technische Ausriistung

Verwendete Gerate
- Durchflusszytometer:
= Dako Galaxy FlowCytometric System,
Software: partec FloMax, FloMax Software, Version 2.2.0.3119
= FACSCalibur: Becton Dicinson, Heidelberg, Software: BD FACSComp,
BD CellQuest, BD CBA Software
Photometer: Photometer Cary50 Bio Varian
HPLC/Durchflusszytometer, Gynkotek HPLC
Fluorescence-HPLC-Monitor RF_551 (Shimadzu, Duisburg)
- Schuttler Polymax 1040 Heidolph
- Spektrofotometer Cary 50 Bio Varian
- Ultraschallbad Julabo, USR 3, Julabo Labortechnik GmbH
Vortexer Vortex-Genie2 Scientific Industries,Inc.
Silox-S Oxygenator, Firma Mera Senko Medical Instrument, Tokio, Japan
- Zentrifugen:
= Biofuge 13: Heraeus Instruments
= Labofuge T: Heraeus Sepatech
= Micro 22R: Hettich Zentrifugen

Verwendete Materialien und Chemikalien
Cytometric Bead Array Human, TH1/TH2 cytokines, BD Biosciences Pharmingen

Allergene:
= Apfel Mald1 (Frucht), Heinzelmann 2005
= Birke (Pollen), Beecham Pharmaceuticals
= Hausstaubmilbenallergen (Abello)
= Milcheiweil3allergen (Abello)
OPT-L6sung - 5 mg OPT in 10 ml Methanol geldst
- Perfusionslosunag:
= NCTC -135 - Losung

= Earle’s Puffer

=  Bovine Serum Albumin
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Dextran

D-Glucose

Amoxicillin

Heparin (Liguemin N 25000)

NaOH, Baker

PBS, Roche Diagnostics GmbH
PHA, Bio Whittaker

H3PO4, Baker
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Anhang

Erganzung zur Statistischen Auswertung

Bezugnehmend auf die Publikation:

Placental immune response to apple allergen in allergic mothers

Uta Enke, Martina Abelius Frauke Varosi, Heike Hoyer, Ekkehard Schleussner,
Maria Jenmalm and Udo R. Markert.

Journal of Reproductive Immunology, 2014 (106),100-109

In dieser Rahmen dieser Publikation wurden insgesamt vier Plazenten von
apfelallergischen Schwangeren und finf Plazenten von nichtallergischen
Schwangeren zur einseitig offenen Plazentaperfusion verwendet, in der die
Ergebnisse meiner Dissertation mit eingeflossen sind.

In Ubereinstimmung mit meiner Arbeit erfolgte die Apfelallergenzugabe nach einer
Stunde zu einem Kotyledo, der andere Kotyledo wurde jeweils nur mit
Perfusionsmedium gespuilt.

Es wurden ebenfalls Uber den Cytometric Bead Array die Zytokine TNF-a, IL-10, IL-
6, IL-4, IL-2 und IFN-y bestimmt.

Zur statistischen Beurteilung wurde das gemischte lineare Modell (,mixed linear
model“) mit fixen (,fixed“) und zufalligen (,random®) Faktoren (gemischte Effekte)
verwendet, wobei Zeit, Allergen und deren Interaktion als fixe, die Versuchsobjekte
(Plazentagewebe) als zufallige Faktoren gewahlt wurden. Das Signifikanzniveau
(Irtumswahrscheinlichkeit) betrug 0,05. Die Analysen wurden mit SAS 9.3 Software

berechnet.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen meiner Dissertation fand sich ein deutlicher
zeitabhangiger Anstieg von IL-6 und TNF-a in den mit Apfelallergen gespllten
Kotyledonen von apfelallergischen Plazenten im Vergleich zu den Kotyledonen, die
ohne Apfelallergen perfundiert wurden. Dieser deutliche Anstieg nach
Apfelallergenzugabe konnte durch einen signifikanten Zusammenhang zwischen Zeit
und Allergen fur TNF-a (F=16.6, p<0.001) und IL-6 (F=25.1, p<0.001) in den

Analysen der gemischten Modelle nachgewiesen werden.
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TNF-a und IL-6 konnten ebenfalls in Plazenten nichtallergischer Schwangerer
nachgewiesen werden, aber ohne die deutliche Konzentrationserhbhung nach
Apfelallergenzugabe. Es zeigten sich ebenfalls keine nennenswerten Anderungen in

den Konzentrationen von IL-4, [I-2 und IFN-y.
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