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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Arbeit beschaftigt sich mit der Immunologie der Plazenta anhand von zwei
Modellen, zum einen mit der Analyse der Lymphozytenpopulationen in der
Plazenta des Menschen, zum anderen mit der Expression von Fgl2 and der
fetomaternalen Grenzflache im Mausmodell.

1.) Lymphoztenpopulationen in der menschlichen Plazenta

Aus immunhistochemischen Farbungen ist die Verteilung zahlreicher
Immunzell-Subpopulationen in der Dezidua und Plazenta bekannt. Die
Isolierung dieser Zellen aus dem Gewebe ermdglicht die Analyse ihrer
prozentualen Verhaltnisse sowie ihren Einsatz in Zellkulturen.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Methode weiterentwickelt werden, mit
deren Hilfe Plazentagewebe moglichst weitgehend von Blut gereinigt werden
sollte. Diese Reinigung sollte durchfluBzytometrisch geprift werden. Aul3erdem
sollten die Anteile zahlreicher Lymphozyten-Subpopulationen sowie ihres
Aktivierungszustandes zum Zeitpunkt der Geburt gemessen werden.

Zu diesem Zweck wurden zehn Plazenten nach normal verlaufenden
Schwangerschaften untersucht. Intervilléses Blut wurde mit Hilfe eines
selbstkonstruierten Perfusionssystems aus der Plazenta ausgespult.
Lymphozyten wurden mittels mechanischer und enzymatischer Gewebslosung
ebenso wie aus dem Blut Uber einen Dichtegradienten isoliert. Folgende funf
Kompartimente wurden untersucht: Gespliltes und ungespultes
Plazentagewebe, villdses Blut, peripheres mditterliches Venenblut,
Nabelschnurblut. Die  folgenden  Oberflachenmolekile  wurden im
DurchfluBzytometer bestimmt: a) Subpopulationen: CD3, CD4, CD8, CD14,
CD16, CD19, CD20, CD45, CD56, CD138 und b) Aktivierungs- und funktionelle
Marker: CD25, CD54, CD69, CD95, CD154.

Der relative Anteil der CD4+ und CD16+ Zellen im intervilldsen Blut war
signifikant niedriger als im peripheren Blut der Mutter und im gespulten
Plazentagewebe. CD8+ waren signifikant héher in peripherem Blut vertreten.
Die Verhéltnisse von CD4:CD8 und CD16:CD8 sowie der Anteil von B-Zellen,
Plasmazellen und CD69+ Zellen waren in der Dezidua am hodchsten, dies weildt
auf eine T-Zellaktivierung innerhalb der Dezidua hin. Die hohe Expression des
Adhasionsmoleklls CD54 im intervilldsen Blut deutet auf eine Rolle bei der
Einnistung dieser Zellen in die Plazenta hin. Die CD95-Expression war im
maternalen Blut am hochsten, im Nabelschnurblut am niedrigsten. Mit Hilfe der

1
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Perfusionsmethode ist es moglich, Deziduagewebe effektiv von Blut zu reinigen.
Die Zellen im villdsen Blut unterscheiden sich von denen im Plazentagewebe,
maternalen Blut und Nabelschnurblut. Die Methode ermdglicht die Isolation
lebender Lymphozyten in groRer Zahl aus verschiedenen Kompartimenten der
Plazenta, welche fir weitere Analysen zur Verfugung stehen.

2.) Untersuchungen zur Rolle der Fgl2-Prothrombinase bei immunogenen
Aborten im Mausmodell

Fgl2-Prothrombinase ist ein fibrinartiges Protein, welches mit der viralen
Hepatitis, Spontanaborten und der TransplantatabstolRung assoziiert ist. Es wird
vermutet, dal’ es uUber Immunzellen aktiviert wird und Uber die Bildung von
Mikrothromben der Mediator von Abstollungen sein konnte. Andererseits
werden ihm auch schwangerschaftsunterstitzende immunregulatorische
Eigenschaften beigemessen.

In dem abortogenen CBA/JXxDBA/2 Mausmodell, das jedoch in keimfreier
Umgebung niedrige Abortraten aufweist, wurden taglich zwischen Gestationstag
5 und 13 Uteri immunhistochemisch gefarbt, um die Kinetik und Lokalisation der
Fgl2-Expression in diesem Modell zu beschreiben. Eine Expression von Fgl2
war ab dem Tag der Einnistung sowohl an der fetomaternalen Grenzflache als
auch in embryonalen Geweben nachweisbar und zeigte im Verlauf der
Schwangerschaft eine zunehmende Ausdifferenzierung. Die Kinetik und
Lokalisation der Expression von Fgl2 Protein in maternalen und embryonalen
Geweben in einer Gruppe von CBA/JXDBA/2 gepaarten Mausen mit niedriger
Abortraten indiziert, dal® Fgl2 eine physiologische Rolle sowohl in der Frih- als
auch in der Spatschwangerschaft spielen kann.

Des Weiteren wurden in einem Fgl2-Knockout Mausmodell Embryonen aus
Fgl2+/-xFgl2+/- Kreuzungen genotypisiert. In N10 Generationen der Mause (n =
100 Embryos) konnte ein selektiver Verlust von Embryonen vor Tag 10,5 fur
Fgl2+/- von ca. 21% flur Fgl2-/- ca. 58% festgestellt werden. Das Ergebnis einer
vorhergehenden Studie in der N3 Generation wurde somit in der N10
Generation reproduziert. Es kann festgestellt werden, dall der okkulte
Schwangerschaftsverlust von Fgl2-/- und Fgl2+/- in Fgl2+/- heterozygoten
Paarungen von Mausen mit der Deletion des Fgl2-Gens in Verbindung gebracht
werden kann. Sowohl die Abwesenheit als auch ein vermehrtes Vorkommen
von Fgl2 scheinen in der Plazenta kritisch zu sein. Die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen ist noch unklar.
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1. Einleitung

1.1. Allgemeines

In den letzten Jahrzehnten ist es zu einem enormen Zuwachs an Wissen um die
Immunologie der Fortpflanzung gekommen. Die Weiterentwicklung der
Forschung in der Molekularbiologie und Techniken unter Zuhilfenahme von
monoklonalen Antikorpern haben dazu beigetragen, die komplexe Natur der
immunologischen Prozesse, welche Befruchtung, Implantation, intrauterine
Toleranz, Wachstum und Entwicklung des Embryos umfassen naher zu
charakterisieren. Diese Forschungsresultate haben zu neuen Einsichten in die
Madglichkeiten zur Geburtenkontrolle, der Therapie der primaren Unfruchtbarkeit
und des habituellen Abortes, sowie in die Transplantations- und Tumortherapie
geflhrt.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Immunologie der Plazenta anhand von
zwei Modellen, zum einen mit der Analyse der Lymphozytenpopulationen in der
Plazenta des Menschen, zum anderen mit der Rolle von Fgl2 and der

fetomaternalen Grenzflache im Mausmodell.

1.2. Das Immunsystem

Das Immunsystem hat die Aufgabe den Organismus gegen potentiell
schadigende Einflisse zu schitzen. Diese kdnnen sowohl von aul3en
eindringen (Mikroorganismen oder ihre Toxine) oder in manchen Fallen im
Korper selbst entstehen (bdsartige Zellen, Autotoxine). Die Antwort des Korpers
auf Schadstoffe wird als Immunreaktion bezeichnet. Sie fuhrt dazu, daf}
potentiell schadigende Stoffe unschadlich gemacht werden. Dabei werden
spezifische und unspezifische Mechanismen unterschieden. Die unspezifische
Abwehr besteht aus dem Monozyten-Makrophagen-System. Die spezifische
Abwehr dagegen setzt sich aus dem lymphatischen System und dem
Komplementsystem zusammen. Hauptakteure des lymphatischen Systems sind
die Lymphozyten. Sie kommen sowohl im Blut als auch in den verschiedenen

Organen des Korpers vor. Im Wesentlichen kénnen nach Herkunft und
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immunologischer Funktion zwei Arten von Lymphozyten unterschieden werden:

B-Lymphozyten und T-Lymphozyten.

B-Lymphozyten: Ihr Name verweist auf die Bursa fabricii (bei Vdgeln) bzw.
Bursa-aquivalente Organe (bei Saugern) (Kayser et al. 1998). In dieses Organ
wandern immunologisch noch nicht kompetente Lymphozyten aus dem
Knochenmark ein und werden dort zu immunologisch kompetenten B-
Lymphozyten gepragt. Die nun immunkompetenten Zellen gelangen Uber den
Blutkreislauf zu lymphatischen Organen, wo sie verweilen. Sie sind

Uberwiegend ortsstandig (Kayser et al. 1998).

T-Lymphozyten: Diese Lymphozyten sind Thymus-abhangig. Sie werden in
diesem Organ zur immunologischen Kompetenz gepragt. Im Blut Uberwiegen
sie gegenuber den B-Lymphozyten bei weitem. Sie sind in standiger Bewegung
und wechseln ihren Aufenthaltsort innerhalb der lymphatischen Organe des

Korpers (Kayser et al. 1998).

Die Lebensdauer der Zellen innerhalb beider Populationen ist recht
unterschiedlich. Sowohl B- als auch T-Lymphozyten kdnnen lang- und kurzlebig
sein. Bei etwa 10% der Zellen betragt die Lebensdauer 12 d und bei 90% ca.
500 d. Sie liegt aullerdem bei T-Lymphozyten durchschnittlich etwas héher. Der
Ersatz untergegangener Zellen erfolgt durch Zellteilung von bereits gepragten

Lymphozyten (Kayser et al. 1998).

Gemeinsamkeiten: B- und T-Lymphozyten haben einige Gemeinsamkeiten, vor
allem das Vorkommen von charakteristischen Rezeptoren an der
Zelloberflache. Mit diesen sind sie in der Lage hochspezifische
dreidimensionale Kombinationen und Anordnungen von Atomen (antigene
Determinanten, Epitope) in kérperfremden Stoffen zu erkennen und zu binden.
Andere Oberflachenantigene sind in die Signalverarbeitung der Zelle involviert
(Kayser et al. 1998). Die Oberflachenantigene werden im sogenannten ,Cluster
of Differentiation“ (CD) unterschieden. Das Erkennen eines Antigens I0st bei
beiden Arten von Lymphozyten eine Immunantwort aus. Dies zeigt sich als
erstes in der Umwandlung zu Immunoblasten. Diese Immunoblasten teilen sich

mehrmals. Dadurch nimmt die Zahl der Zellen zu, die in der Lage sind mit der
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antigenen Determinante zu reagieren, welche die Reaktion ausgeldst hat
(klonale Vermehrung). Uber weitere Entwicklungsstufen entstehen schlieBlich

die jeweiligen Endzellen (Kayser et al. 1998).

Unterschiede: Zwischen den Endzellen bestehen gravierende Unterschiede. Die
Endzellen der B-Reihe sind Plasmazellen, die spezifische Antikorper
produzieren und sezernieren. Die Bindung der Antikdrper an Antigene bewirkt
eine Kaskade maoglicher weiterer Reaktionen, die die Vernichtung des
Schadstoffes zur Folge haben. Diese Immunitat wird als humorale Immunitat
bezeichnet. Spezifische B-Zell-Oberflachenantigene sind CD19, CD20 und
CD138. CD19 und CD20 werden nur auf B-Zellen und einem Teil ihrer
Vorstufen exprimiert. CD138 kommt nur auf Plasmazellen vor (Kayser et al.
1998).

Die T-Zellen verhalten sich anders. Sie bleiben mit Antigenen, die sie an
spezifischen Rezeptoren ihrer Oberflache gebunden haben, verknupft. Sie
wandeln sich in sensibilisierte T-Lymphozyten um und sezernieren Botenstoffe
(Interleukine), die andere Immunzellen anlocken und aktivieren. Dies wird als
zellulare Immunitat bezeichnet. Die T-Zellen wandern dann an den Ort der
Abwehr. T-Zellen besitzen einen speziellen nach ihnen benannten Rezeptor den
T-Zell-Rezeptor (TCR) der im Cluster of Differentiation als CD3 bezeichnet ist.
Des weiteren unterscheidet man CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische
Lymphozyten (Kayser et al. 1998).

Fiar die Intensitat der Immunantwort spielt eine Rolle, wie das Antigen den
Lymphozyten angeboten wird. Mdglich sind eine direkte Wirkung von Antigenen
und eine indirekte. Bei der indirekten spielen die Makrophagen eine grolde
Rolle, die nach der Phagozytose die Antigene in hoher Dichte auf ihrer
Zelloberflache den Lymphozyten prasentieren. So wirken sie vor allem auf B-
Zellen, die sich nach dem Kontakt in Plasmazellen differenzieren. Diese
Umwandlung wird dann durch verschiedene Unterklassen der T-Lymphozyten

reguliert, die als zytotoxische und regulatorische Zellen agieren.

Ein weiterer Zelltyp der Immunabwehr sind die natirlichen Killerzellen (NK-

Zellen). Sie exprimieren CD16 wund CD56 als charakteristische
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Oberflachenantigene und besitzen die Fahigkeit z.B. viral infizierte Zellen

abzutdten (Kayser et al. 1998).

Jeder Immunzelltyp aber auch die anderen Korperzellen besitzen spezifische fur
den jeweiligen Zelltyp charakteristische Oberflachenrezeptoren bzw. —antigene.
Es gibt jedoch auch Oberflachenantigene, die nicht spezifisch fir eine Zellart,
jedoch spezifisch fir den Aktivierungsstatus der Zelle sind. Mit Hilfe von
synthetisierten Antikdrpern, die spezifisch an diese Antigene binden, kdnnen
diese Zellen analysiert werden. Hierbei ist es zum Beispiel mdglich, diese
spezifischen Antikérper mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren und so den
Anteil einer bestimmten Zellart in einer Zellsuspension im Durchflullzytometer
zu bestimmen. Eine andere Moglichkeit ist die immunhistochemische
Darstellung der Zellen im Gewebe durch Markierung mit einem spezifischen
Antikérper. Die DurchfluBzytometrie bietet den Vorteil, dall lebende Zellen
verwendet werden konnen, die danach noch fir weitere z.B. funktionelle
Analysen zur Verfugung stehen. Die Immunhistochemie ist von Vorteil, wenn die

genaue Lokalisation der Zellen im Gewebe von Interesse ist.

1.3. Die Plazenta

Eine Schwangerschaft betrifft den gesamten Organismus der Frau, es kommt in
allen Geweben und Organen zu Anpassungserscheinungen. Im Vordergrund
stehen die Vorgdnge in den Geschlechtsorganen. Am Anfang der
Schwangerschaft steht die Befruchtung. Sie findet in der Tuba Uterina statt.
Dort verweilt der Keim 2-3 Tage, dann erreicht er das Uteruslumen (Knorr et al.
1989). Bereits wahrend dieser Zeit teilt sich die befruchtete Eizelle mehrfach
und es entsteht ein Zellhaufen, der als Morula bezeichnet wird. Die Morula ist
von einer aulleren Hille der Zona pellucida umgeben. Die Ernahrung des
Keimes in dieser Phase erfolgt durch Aufnahme von Nahrstoffen aus den
umgebenden Flissigkeiten. Gleichzeitig beginnen sich die Furchungszellen zu
ordnen und zu differenzieren. Die auflen unter der Zona pellucida gelegenen
Zellen werden zu Trophoblastzellen, aus denen in der Folgezeit die Plazenta
entsteht. Die inneren Zellen bilden den Embryoblast. Bei Ankunft im Uterus I6st

sich die Zona pellucida auf und erweiterte Interzellularrdume konfluieren zu
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einer flussigkeitsgeflllten Hohle, der Blastozoele. So ist etwa am 4. Tag aus der
Morula die Blastozyste geworden. Sie produziert bereits Choriongonadotropin
ein Hormon, welches der Erhaltung der Schwangerschaft dient. Die Blastozyste
nistet sich am 6. Tag in der Uterusschleimhaut ein. Der Ort dieser so genannten
Implantation ist meist im oberen Drittel der Hinterwand des Uterus. Eingeleitet
wird sie durch den Kontakt zwischen Keim wund Oberflache der
Uterusschleimhaut, durch welchen die Trophoblastzellen beginnen durch
Verschmelzung unter Auflosung der Zellgrenzen den Synzytiotrophoblasten zu
bilden. Verbleibende, sich lebhaft teilende, nicht verschmelzende Zellen werden
als Zytotrophoblast bezeichnet (Kndrr et al. 1989). Der Synzytiotrophoblast
dringt nun mit Fortsatzen in das Oberflachenepithel des Endometriums ein und
I6st es proteolytisch auf. Dabei verlagert sich der Keim in die
Uterusschleimhaut. Der Proze3 ist am 11. Tag mit dem vollstdndigen
Eindringen des Keimes in das Stroma abgeschlossen. Wahrend dessen bilden
sich im Synzytiotrophoblasten Einschmelzungsherde, die schnell zu einem

System kommunizierender Lakunen konfluieren.

Die verbleibenden Synzytiotrophoblastanteile bilden Trabekel. Durch
fortschreitendes Eindringen des Synzytiotrophoblasten in das Endometrium
werden etwa am 12. Tag mutterliche Blutgefalde arrodiert. Dadurch entstehen
durch Blutungen aus miutterlichen GefaRen die Lakunen und es werden
endometriale Drisen eroffnet. Aus dem Zytotrophoblasten und Anteilen des
inneren Synzytiotrophoblasten entwickeln sich die Chorionplatte und die
Chorionzotten. Mit der Implantation beginnen auch Verdnderungen am
Endometrium. Die Epithelzellen lagern Fett und Glykogen ein, wodurch sie sich
vergrofern. Die so veranderten Zellen werden als Dezidualzellen bezeichnet.
Insgesamt wird das Endometrium wahrend der Schwangerschaft als Dezidua
graviditatis bezeichnet. Sie gliedert sich in die Dezidua basalis am
Implantationspol des Keimes, die Dezidua capsularis, die den Keim an der dem
Uteruslumen zugewandten Seite bedeckt und die Dezidua parietalis, die den
Ubrigen Teil des Uterus auskleidet. Der fetomaternale Grenzbereich wird als
Durchdringungszone bezeichnet. In diesem Bereich kommt es zu degenerativen

Veranderungen. Zwischen ehemaliger Trophoblastschale und Dezidua entsteht
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ein stark verzahnter Grenzbereich der den Boden des intervilldsen Raums bildet
— die Basalplatte. Die reife Plazenta ist scheibenférmig, diskoidal. Sie hat einen
Durchmesser von ungefahr 20 cm, ist etwa 3 cm dick und 500 g schwer. Die
dem Kind zugewandte Seite wird von Amnionepithel bedeckt und ist glatt. Meist
leicht exzentrisch, setzt an der Oberflache der Plazenta die Nabelschnur an. Die
Plazenta gliedert sich in Chorionplatte, Zottenbdume und Basalplatte. Zwischen
den Zotten befindet sich der von mdutterlichem Blut durchstromte intervillése
Raum. Zotten sind die fur Gas- und Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind
wichtigsten Strukturen. Sie bestehen aus Synzytiotrophoblast, Zytotrophoblast,
Bindegewebe und Gefallen (Knorr et al. 1989).

Die Losung der Plazenta erfolgt nach der Geburt des Kindes. Sie findet im
fetomaternalen Grenzbereich statt und wird dadurch vorbereitet, dal}
Dezidualzellen auseinanderriicken und die Anzahl der Kollagenfasern abnimmt.
Die geldste Plazenta weist an ihrer Oberflache stets auch Dezidualzellen auf.
Unmittelbar nach der Plazentaabldsung bildet sich im Wundgebiet eine
Fibrintapete, die grof3ere Blutungen verhindert. Die geborene Plazenta weil3t an
ihrer Basalflache netzartige Furchungen auf, die mehr oder weniger deutlich
10-40 leicht vorgewdlbte Lobuli abgrenzen, die maternalen Kotyledonen
entsprechen. Perfusionsstudien zeigen, dal} jedes Lappchen raumlich mit dem

Ausbreitungsgebiet eines oder einer Gruppe von Zottenbaumen zusammenfallt.
Die Funktion der Plazenta umfal3t folgende Gebiete:

Gliederung in Stromungseinheiten

Plazentaschranke

Hormonbildung und Induktion von Immuntoleranz

Stromungseinheiten: Mdutterliches Blut verlaRt die Spiralarterien an der
Oberflache der Basalplatte und ftritt in den intervilldsen Raum ein. Es verteilt
sich dort in den zahlreichen z.T. sehr engen Spalten zwischen den Zotten so,
dall eine homogene Durchstromung aller Teile der Plazenta erfolgt. Durch die
Anordnung und unterschiedliche Dichte der Zotten werden Stromungsrichtung

und -starke reguliert. Dem Stromungswiderstand, der sich aus der Anordnung



Einleitung

der Zotten ergibt, wird dabei der entscheidende Einflul} angelastet (Knorr et al.
1989).

Plazentaschranke. Sie besteht bei der reifen Plazenta aus Synzytiotrophoblast
mit Basalmembran, Zottenbindegewebe und Kapillaren. Als Austauschflache
stehen bei der reifen Plazenta 12- 13 m? Zottenoberflache zur Verfiigung. In
der Mikrostruktur ergeben sich fir die einzelnen Nahrstoffe angepalite
Austauschflachen. Grundsatzlich erfolgt der Transport in beide Richtungen.
Transportiert werden alle zur Ernahrung des Kindes notwendigen Stoffe und
Stoffwechselendprodukte aber auch Hormone. Fur Blutzellen ist die
Plazentaschranke undurchlassig. Im letzten Drittel der Schwangerschaft kommt
es jedoch in geringstem Umfang doch zum Ubertritt von fetalen Erythrozyten

und Leukozyten in den mutterlichen Blutkreislauf.

Die Plazenta produziert aul3erdem eine Reihe von Hormonen. Das wichtigste ist
das humane Choriongonadotropin (hCG). Es sorgt fur die Aufrechterhaltung der
Dezidua graviditatis, bis der Trophoblast selbst Progesteron bildet. Weitere
Proteohormone sind Chorionsomatotropin, Chorionthyrotropin,

Chorioncorticotropin sowie uterotopes Plazentahormon (Knérr et al. 1989).
Immunologische Aspekte

Die menschliche Plazenta ist ein komplexes Organ, welches unterschiedliche

Rollen wahrend der Schwangerschaft vereint.

Die Kontrolle der maternalen Immunantwort gegentber fetalen Antigenen rtickt
dabei zunehmend in den Blickpunkt verschiedener Untersuchungen der

immunologischen Verhaltnisse in der Plazenta.

Wie die immunologischen Faktoren dieses Geschehen beeinflussen bleibt zu
klaren. Man mufte eigentlich erwarten, dall spatestens mit der direkten
Kontaktaufnahme zwischen Konzeptus und Endometrium wahrend der
Implantation eine Immunreaktion ausgeldst wirde. Der Konzeptus ist
gegenuber der Mutter erbungleich, da er zur Halfte vaterliche Erbanlagen
besitzt. Aufgrund der genetischen Unterschiede sind Implantation und
Plazentation als Semiallo- bzw. haploidentische Transplantation aufzufassen
(Knorr et al. 1989).
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Dennoch tritt zu keiner Zeit wahrend einer normalen Schwangerschaft ein
immunologischer Konflikt auf. Auch mehrfache Schwangerschaften |6sen keine
Abwehrreaktion aus. Es gibt eine Reihe von Theorien, die einander mit
zunehmendem Wissen aus experimentellen Studien abgeldst haben. Diese sind
in zusammengefaldter Form in einem Review von D.A. Clark zusammengefal3t
(Clark et al. 1999a) und hier wiedergegeben: Medawar hatte den semiallogenen
Konzeptus als Allograft beschrieben, der Toleranz durch aktive Suppression
und klonale Deletion induziert. Diese Theorie wurde verlassen, als man
entdeckte, da® der semiallogene Konzeptus keine Transplantationsimmunitat
induziert. Eine andere Theorie betrachtete den Konzeptus als Tumor, bzw. den
Trophoblasten der den Fetus schitzt. Dieser Throphoblastbarriere-
Immunotrophismus-Mechanismus wurde von Wegmann propagiert (Wegmann
1987). Diese Theorie wurde verlassen, da sich herausstellte, dal3 maternale und
fetale Lymphozyten diese Barriere Uberwinden, d.h. die Barriere undicht ist. Die
nachste Theorie ging von der Schwangerschaft als Parasit aus. Der Konzeptus
nimmt alle Nahrstoffe von der Mutter. Wie in anderen Parasit-Wirt-Beziehungen
werden durch die  Schwangerschaft aullerdem  stadienabhangige
immunologische Einflisse beobachtet. Aus heutiger Sicht kann keine Theorie
das Phanomen Schwangerschaft aus immunologischer Sicht hinreichend
erklaren. Es existiert jedoch eine Reihe von Fakten, die Hinweise geben, welche
Mechanismen in die Erhaltung, aber auch in die (vorzeitige) Beendigung der

Schwangerschaft involviert sind.

Die Schutzmechanismen, die den Konzeptus vor der Abstollung schuitzen,
laufen in erster Linie lokal im embryomaternalen Kontaktbereich ab. Sie fuhren
zu einer Ortlich begrenzten Immunregulation. Im Endometrium I0st bereits der
erste Oberflachenzellkontakt mit dem Trophoblasten Veranderungen aus, die
als Antwort auf die Anwesenheit der Blastozyste zu werten sind, also
Reaktionen auf das Signal des Konzeptus darstellen. Sie bewirken eine
Umstellung der Immunabwehr zur Akzeptanz und Toleranz des genetisch
fremden Embryos. Es gilt als sicher, dalR die Mutter die Anwesenheit des
haploallogenen Konzeptus als nicht selbst erkennt, d.h. der afferente Teil der

immunologischen Abwehr funktioniert durchaus. Der efferente Teil — die
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eigentliche AbstoRungsreaktion — unterbleibt jedoch (Knorr et al. 1989). Als
Hauptgrund auf lokaler Ebene gilt derzeit die Verschiebung des Interleukin-
Gleichgewichtes von den  pro-inflammatorischen  Th1- zu  den
antiinflammatorischen Th2-Interleukinen. Es ist au3erdem bekannt, dal} sich die
Zusammensetzung der  Lymphozytenpopulationen im  Verlauf  der
Schwangerschaft andert (Kruse et al. 2002). Zu Beginn dominieren NK-Zellen in
der Dezidua, gegen Ende dominieren T-Zellen. Zu Beginn der Schwangerschaft
kommt es zu einer Ansammlung Naturlicher Killerzellen, die anstatt zytotoxische
Funktionen auszuuben, immunregulatorisch wirken und durch Produktion von
Wachstums- und Angiogenesefaktoren die Trophoblastinvasion beglinstigen
(Ho et al. 1996). Das spater dominierende T-Zell-Profil ist Th2 betont und es ist
bekannt, dal® eine Verschiebung hin zu Th1 mit Aborten assoziiert ist (Markert
et al. 2002). Es gibt die Vermutung, dal3 die Anzahl maternaler Lymphozyten,
die die Plazenta infiltrieren, begrenzt ist. Fas-L der von Trophoblasten
exprimiert wird, soll hierbei eine Rolle spielen, indem aktivierte Th1
Lymphozyten spezifisch eliminiert werden (Hunt et al. 1997). Andererseits
existiert ein Mausmodell in dem dieser Mechanismus ausgeschaltet ist, wo
dennoch erfolgreiche Schwangerschaften ausgetragen werden (Clark et al.
1999a). Ein weiterer, neu entdeckter Mechanismus zum Schutz des Fetus ist
ein asymmetrischer Antikérper der immunregulatorische Funktion an der

fetomaternalen Grenzflache auslbt (Canellada et al. 2002).

Der Trophoblast gibt die Signale und bahnt die Mechanismen, die erforderlich
sind um die Immunantwort zu beeinflussen. Von entscheidender Bedeutung
durfte dabei eine verminderte oder fehlende Expression seiner MHC-Antigene
an der BerUhrungsfront sein. Diese Antigene spielen eine Rolle in der
Transplantationsimmunologie und ermoéglichen es dem menschlichen
Organismus koérpereigen und korperfremd zu unterscheiden. Der Trophoblast
exprimiert keine MHC Antigene der Klasse Il. Daruber hinaus fihrt die
Expression von MHC Il zum Abort (Athanassakis et al. 1995). Die Expression
der Klasse | MHC auf der Trophoblastoberflache ist vermindert, zeitweilig ganz
aufgehoben (Blaschitz et al. 2001), oder aber es wird ein besonderes Klasse |

MHC, HLA-G, ein Oberflachenantigen mit geringer alloantigener Wirksamkeit
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exprimiert (Le Bouteiller et al. 1999). HLA-G existiert in verschieden Formen
(zellgebunden und geldst) und es wird ihm eine schitzende Rolle gegenlber
dem Fetus zugesprochen. Es wird als fetales Signal zur Regulation der
maternalen Immunabwehr verstanden und bietet Schutz gegenlber
zytotoxischen Lymphozyten oder Antigen-Antikbrper-Komplexen. Durch
Synthese oder Induktion lokal wirksamer immunsuppressiver Substanzen oder
.,maskierter* Antigene (Mowbray et al. 1997, Jalali et al. 1996) verfugt der
Trophoblast Uberdies Uber genligende immunsuppressive Aktivitat, um direkt
die mutterlichen Effektorzellen zu inhibieren und eine AbstoRung zu verhindern
(Clark et al. 2003, Gorczynski et al. 2000). SchlieBlich produziert der
Trophoblast Progesteron und andere Hormone in weit hdheren lokalen als z.B.
systemischen Konzentrationen, die regulatorische Funktionen auf den

affarenten Teil des immunologischen Reflexbogens austben.

Um die maternalen immunologischen Prozesse auf der Ebene der Plazenta
noch besser zu verstehen, ist es erforderlich villéses Blut und Plazentagewebe

mit ihren spezifischen Zellpopulationen getrennt voneinander zu untersuchen.

Methoden um villéses Blut zu gewinnen, die bereits beschrieben wurden, waren
meist aus verschiedenen Grinden problembehaftet (Moore et al. 1997). Eine
der einfacheren Techniken, die Forscher anwandten, bestand daraus, in die
maternale Seite der Plazentaoberfliche zu schneiden und das Blut
aufzufangen, das aus der Schnittstelle ablief. Diese Methode erwies sich als
suboptimal, denn das Blut der Plazenta ist reich an Gerinnungsfaktoren und
koaguliert daher sehr schnell, was eine Ausbeute von mehr als ein paar
Millilitern schwierig machte. Ein weiterer gravierender Nachteil dieser Methode
ist, dald der Einschnitt die Chorionzotten verletzen kann, die genau unter der
maternalen Oberflache liegen. Dies fuhrt zu einer Kontamination des
maternalen Blutes mit fetalem Blut. Dies ist ein wichtiger Aspekt hinsichtlich der
gegenluber  den maternalen Lymphozyten  suppressiv  wirkenden
Nabelschnurblutlymphozyten. Weiterhin ist eine genaue Messung der Idslichen
Faktoren, wie zum Beispiel Zytokine oder Immunglobuline, im intervillosen Blut

nicht mehr moglich, wenn es zu einem Austausch von maternalem und fetalen
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Blut gekommen ist (Papadogiannakis et al. 1985a, Papadogiannakis et al.
1985b, Shohat et al. 1986).

Von Camelo et al. (Camelo Junior et al. 1995) wurde die Verwendung eines
scharfen Gegenstandes (Stylet) beschrieben, der benutzt wurde, um die
Chorionplatte zu durchstechen und so an das mudtterliche Blut im intervillésen
Raum zu gelangen. Sie berichteten, dal® mehr als 80% der auf diese Weise
gewonnenen Proben weniger als 2% fetale rote Blutzellen enthielten, jedoch zu
30% eine starke Hamolyse aufwiesen. Da die Gewinnung von Blut mit dieser
Methode nur eine geringe Ausbeute ermdglicht, kann sie nur flr
Untersuchungen zum Stoffwechsel oder zu physiologischen Untersuchungen
herangezogen werden. Sie ist unzureichend, um ausreichend Material flr

zellularimmunologische Studien zu erhalten.

In anderen Studien wurde Plazentagewebe in verschiedener Art mechanisch
aufgearbeitet, z.B. durch zerdricken oder zerschneiden, in der Absicht Blut zu
gewinnen (Moore et al. 1997). Dieses Vorgehen ist jedoch ungeeignet, um
Material flir immunologische Untersuchungen zu gewinnen, da maternales und
fetales Blut frei vermischt werden. Eine mechanische Technik zur Dispersion
von Plazentagewebe, um villéses Blut freizusetzen ist ebenfalls beschrieben
(Rasheed et al. 1992). Die dabei erhaltenen mononuklearen Zellen waren
funktionell aktiv, jedoch war diese Technik dadurch charakterisiert, dal® es zu
einer markanten Abnahme der zellularen Entwicklungsfahigkeit kam, wenn das
Prozedere nach der Geburt um mehr als 15 min verzdogert wurde. Weiterhin ist
nicht bekannt, inwieweit diese Methode zu einer Vermischung von fetalem und
maternalen Blut geflhrt hat. Die Autoren versuchten, das Problem der
Kontamination mit fetalen Zellen durch das Fehlen von Trophoblast- und
Amnionepithelzellen zu beseitigen. Das Ausmal® der Kontamination der
gewonnenen mononuklearen Zellen durch fetale Leukozyten bleibt ungeklart.
Die enzymatische Andauung von Plazentagewebe, um deziduale Immunzellen
aus dem Zellverband zu l6sen wurde ebenfalls versucht (Ritson und Bulmer
1987). Die Entwicklung von Methodologien flir die Isolation von reinem
intervilldosem Blut ist essentiell flir die ganzheitliche Aufdeckung von

Immunologie und Pathogenese auf Ebene der Plazenta.
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J. Moore et al. (Moore et al. 1997) berichten Uber eine Perfusionstechnik, die
schon fir Studien der Plazentaphysiologie verwendet wurde um reines
maternales Plazentablut zu gewinnen und die grofere Mengen an funktionell
kompetenten mononuklearen Zellen liefert. Die Anwendung dieser Methode
solite eine intensivere Charakterisierung der plazentaren Immunverhaltnisse
sowohl bei einer normalen Schwangerschaft, als auch wahrend infektidser
Prozesse ermoglichen. Sie hatten jedoch nicht die Zellpopulationen im
Plazentagewebe untersucht, so dal®? wir die Methode aufgriffen, um diese

Populationen genauer zu charakterisieren.

1.4. Die Rolle von Fgl2 wahrend der Schwangerschaft

Fgl2-Prothrombinase ist ein fibrinartiges Protein, welches mit der Letalitat der
viralen Hepatitis, Spontanaborten (Fetal Loss Syndrom) und der
TransplantatabstoRung assoziiert ist (Ding et al. 1998, Levy et al. 2000, Clark
et al. 1999b, Clark et al. 1999a, Clark et al. 2001b, Knackstedt et al. 2001,
Knackstedt et al. 2003, Marsden et al. 2003). Fgl2 agiert als Prothrombinase, da
es Fibrinogen in Fibrin spaltet. Dies flhrt zur Ausbildung von Fibrinthromben,
die im Falle der Hepatitis und der TransplantatabstoRung zum Organversagen
fihren (Marsden et al. 2003, Ding et al. 1997, Ding et al. 1998, Levy et al. 2000,
Chan et al. 2002, Gorczynski et al. 2002, Yuwaraj et al. 2001). In der Plazenta
ist das Geschen weitaus komplexer. Sowohl die Abwesenheit als auch ein
vermehrtes Vorkommen von Fgl2 sind auf Plazentaebene kritisch (Knackstedt
et al. 2003, Gorczynski et al. 2002, Clark et al. 2004). Prothrombinaseaktivitat
ist nur vorhanden, wenn das Protein mit Phospholipiden vergesellschaftet ist,
wie sie typischerweise in Zellmembranen vorkommen (Chan et al. 2002). Die
Anwesenheit von Gerinnungsfaktor V ist notwendig fir eine maximale Aktivitat
von Fgl2 (Chan et al. 2002). Die Aktivitat der Prothrombinase ist jedoch
unabhangig von Faktor Xa (Chan et al. 2002). Zellen, welche Fgl2 exprimieren
sind unter anderem Makrophagen, vaskuldare Endothelzellen, fetale

Trophoblasten und eine Subpopulation der dezidualen Stromazellen (Ding et al.
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1998, Levy et al. 2000, Clark et al. 2001b, Chan et al. 2003, Marsden et al.
2003).

Fgl2 kann des Weiteren als ein l6sliches von T-Zellen sezerniertes Protein,
genannt Fibroleukin, auftreten, welches keine Prothrombinaseaktivitat besitzt
(Marazzi et al. 1998). Neuere Untersuchungen lassen eine immunsuppressive
Aktivitat des loslichen Fgl2 vermuten, mit dentritischen Zellen als mdglichem
Angriffspunkt (Chan et al. 2003). Obwohl man die Prothrombinase und das
I6sliche Fibroleukin funktionell unterscheiden kann, werden sie durch das
gleiche Fgl2-Gen kodiert. Eine erhdhte Expression von Fgl2-Prothrombinase
wurde in Verbindung gebracht mit erhéhten Th1-abhangigen Spontanabortraten
in CBA/UXxDBA/2 Kreuzungen von Mausen, als auch in einigen schwangeren
Frauen mit wiederkehrenden, anderweitig nicht erklarbaren Fehlgeburten von
chromosomal normalen Embryonen (Clark et al. 1998, Clark et al. 2001b,
Knackstedt et al. 2001, Knackstedt et al. 2003). Die Fgl2 Expression wird im
Uterus von schwangeren Mausen durch proinflammatorische abortogene
Zytokine wie INF-y und TNF-a gesteigert. Dabei wird durch die Aktivierung von
Thrombin die Entzindungsreaktion und Fibrinablagerung geférdert, was
wiederum den Blutflul zu der sich entwickelnden Plazenta stoppt (Clark et al.
2001b). Die Folge hiervon kann im ungtnstigsten Fall ein Abort bzw. in der
Maus die Resorption des Embryos sein. Die Zytokine werden unter anderem
durch potente Abortoge — bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) — stimuliert,
welche Uber den Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) agieren (Clark et al. 2001b). Da
die Sensitivitat gegenuber zytokininduzierten Aborten abhangig von der
endogenen mikrobiellen Flora (einer Quelle fir LPS) in der Mauskolonie
variieren kann, ist es verlaBlicher fur diese Untersuchungen das LPS als Trigger
der Aborte zu injizieren und die Mause in keimfreier Umgebung zu halten (Clark
et al. 2004).

Eine Blockade des Fgl2 mit spezifischen neutralisierenden Antikdrpern kann im
CBA/JxDBA/2 Mausmodell Aborte verhindern, die durch Injektionen von INF-y
und TNF-a induziert wurden (Clark et al. 1998, Clark et al. 2001b). Es wird
untersucht ob der neutralisierende Antikdrper Aborte durch injiziertes LPS

ebenso verhindern kann.
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Ein weiterer Ansatz zur Entschlisselung der Rolle von Fgl2 an der
Fetomaternalen Grenzflache wurde durch die Entwicklung eines Fgl2 Knockout
Mausmodells auf die Wege gebracht. Das Modell war urspriinglich zur
Erforschung der Rolle von Fgl2 beim Verlauf der viralen Hepatitis und der
TransplantatabstoRung erzeugt worden. Es stellte sich jedoch heraus, dal} die
Reproduktion der erzeugten Tiere einige Abnormalitaten aufwies. Dies fuhrte zu
der Erkenntnis, daRl nicht nur das Vorhandensein, sondern auch die
Abwesenheit von Fgl2 an der fetomaternalen Grenzflache eine herausragende
Rolle spielt (Clark et al. 2004).

16



Ziele

2. Ziel der Arbeit

Ein Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Etablierung einer Perfusionstechnik
um Lymphozyten verschiedener Plazentakompartimente genauer untersuchen

zu konnen.

In Anlehnung an vorausgegangene Arbeiten wie z.B. von J.M. Moore et al.
wurde zunachst eine Perfusionsvorrichtung entwickelt und gebaut, mit der man
durch Perfusion der maternalen Seite villdses Blut aus der Plazenta gewinnen
konnte. Weitergehend sollten aber auch gewebsstandige Lymphozyten aus dem
Plazentagewebe, und zwar aus dem vom Blut gereinigten und aus dem nativen,
zur Untersuchung genutzt werden. Zum einen, um Vergleichsmdglichkeiten zu
anderen Techniken, Uber die ebenfalls bereits berichtet wurde, zu haben, zum
anderen, um mehr Information Uber mdgliche Besonderheiten dieser
Populationen zu erhalten. Daflir wurde sowohl perfundierte Plazenta als auch
native Plazenta weiterverarbeitet und fur die Untersuchung genutzt. Flr bessere
Vergleichbarkeit und im Hinblick auf Unterscheidung zwischen mutterlichen und
kindlichen Lymphozyten wurden auch PBLs von Mutter und Kind untersucht. Bei
allen Versuchsreihen sollten die Lymphozyten verschiedener
Plazentakompartimente durch FACS-Analyse genauer auf Morphologie,
Zustand und Aktivierung untersucht werden. In der Vergangenheit sind in
unserem Labor solche Studien an nicht perfundiertem Plazentagewebe
durchgefiihrt  worden. Diese kdnnten  moglicherweise  durch  die
Perfusionstechnik nochmals in verfeinerter und damit genauerer Art und Weise
erganzt werden. Diese Arbeit ist im Hinblick darauf als Voruntersuchung
aufzufassen, mit der besonders interessante Lymphozytenpopulationen ermittelt
werden sollten. Durch die Technik der Gewinnung von villdsem Blut mittels
Perfusion sollen lebende Zellen in groRer Zahl fir die Untersuchung nutzbar
gemacht werden, welches ein klarer Vorteil gegenuber der
immunhistochemischen Darstellung, welche die genaue Lokalisation im
Gewebe zeigt, ist. Durch diese Methode koénnten die Zellen zwar ebenfalls
charakterisiert werden, stiinden jedoch spater nicht fur funktionelle Analysen,

z.B. in Zellkulturen, zur Verfigung.
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Ziele

Ziel der Untersuchungen zu Fgl2 war es zum einen, die Expression von Fgl2
and er fetomaternalen Grenzflache in einem CBA/JXxDBA/2 Mausmodell zu
beschreiben, welches zu erhdhten Abortraten neigt. Diese erhdohten Abortraten
treten in dem Modell unter Stre® auf, unter Haltung in keimfreier Umgebung
sind die Abortraten nur leicht erhoht. Zu diesem Zweck wurden die Mause
entsprechend untergebracht. Das Expressionsmuster sollte Hinweise auf die
Kinetik, Lokalisation und auch die Rolle der Fgl2-Expression an der

Fetomaternalen Grenzflache im Verlauf der Schwangerschaft geben.

Die Untersuchungen an dem Fgl2 Knockoutmaus-Modell fuhrten eine im Vorfeld
begonnene Studie weiter. Es sollte getestet werden, ob N10 Generationen von
Fgl2-Knockout-Mausen ebenfalls das zuvor an N3 Generationen beobachtete
Abortverhalten zeigten, um auszuschlief3en, dal’ die Verluste der Embryonen
auf Einflisse durch Inzucht oder den Heterozygoten Hintergrund der N3 Mause
zurlckzufihren sind. Zu diesem Zweck wurden die Embryonen aus Fgl2+/-
heterozygoten Kreuzungen von Mausen der N10 Generation zu verschieden

Gestationszeitpunkten genotypisiert.
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3. Material

3.1. Untersuchungen an der reifen Plazenta des Menschen

3.1.1. Gerate
Biological Safety Cabinet SG-400 The Baker Company
Brutschrank mit CO2-Begasung Hera Cell Hereaus
Dampfsterilisator, Typ KSG 112-2 Fabriknummer 7258, Baujahr 1996
Digitalkamera Sony-Cybershot DSC-S75 Sony, Deutschland
Edelstahltablett Laborbestand
Edelstahlgefalie Laborbestand
Fluoreszenz-Durchfluizytometer ,DAKO-Galaxy“ DakoCytomation GmbH
Glasgefalle Rasotherm
Laborwaage, OWA Labor Sartorius GmbH
Laborwaage, Sartorius Basic Sartorius GmbH
Mikroskop ,Axiovert‘ 25C Carl Zeiss Jena GmbH
Mikroskop Carl Zeiss Jena GmbH
Perfusionsanlage (mit Schldauchen, Kaniilen, Pumpe) Laborbestand
Peristaltikpumpe, 3 Kanale, 6 oder 8 Rollen Ismatec-Laboratoriumstechnik
Pipetten, Eppendorf Research einstellbar von Eppendorf

0,1-2,5 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl
Pipettus Akku Hirschmann Laborgerate
Plastikbox Laborbestand
Schere Laborbestand
Sieb, handelsubliches Laborbestand
Sieb, Weite 250 uym, Retsch Nr.: 342 050 51, Fisher Scientific
Software Partec FloMax Version 2.3c Partec
Ultraschallbad USR 3 Julabo
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad mit Temperaturregelung Huber Medigen

Zellzahlkammer nach Neubauer ,Neubauer-Improved® Tiefe 0,100mm, 0,0025 mm?

Zentrifugen:
Biofuge 13 Heraeus
Mikro 22R Hettich
Rotor 1015 Hettich

19



Rotor 1016
Rotor 1159
Laborfuge T
Universal 30F
Rotor 1424 A

3.1.2. Material

3.1.2.1. Verbrauchsmaterialien

Einmalspritze, 20 ml, steril
Eppendorf-Reaktionsgefall 1,5 mi
Eppendorf-Reaktionsgefal 2 ml
FACS-Rdéhren

Laborflaschen mit Gewinde, 500 ml

Material

Hettich
Hettich
Heraeus
Hettich
Hettich

Nr.: 4606205 V, Braun Melsungen AG
verschiedene Hersteller
verschiedene Hersteller

Nr.: 55.484, Sarstedt

Nr.: 9072995Jirgens

Monovette, 9ml, Lithium-Heparin beschichtet Nr.: 02.1065.001, Sarstedt

Monovette, 9ml, Kalium-EDTA beschichtet

Monovette Kandle (0,9x38mm)
Multiadapter fiir S-Monovette
Multifly-Set, (0,6x19mm)
Objekttrager mit Deckglasern
Parafilm

Pasteurpipetten 2, 5, 10, 25 ml
Pipettenspitzen, weil}, gelb und blau
Skalpell prazisa plus, steril
Testtubes, 15 ml, steril, Polypropylen
Testtubes , 50 ml, steril, Polypropylen
Umbilikalvenenkatheter
Zellkulturflaschen, 250 ml, steril
Zellkulturschale 100x20mm, steril
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Nr.: 02.1066.001, Sarstedt

Sarstedt

Nr.: 14.1205, Sarstedt

Nr.: 85.1638.005, Sarstedt
Artikelnummer 021102, Menzel-Glaser
Sarstedt

Nr.: 6502-6525, Advantage

verschiedene Hersteller

Dahlhausen
Nr.: 188271, Greiner
Nr.: 227261, Greiner

Nr.: 658170, Greiner
Nr.: 35 3003, Falcon



3.1.2.2 Reagenzien

BSA, bovines Serumalbumin
Cleaning Solution
EDTA-Pulver, FW 372,2
Ethanol

FKS, Foetales Kalberserum
Ficoll, isoton, Dichte 1,077 g/ml
Formalin

Formaldehyd

HBSS

humanes Serum

Kollagenase

Material

Nr.: A 3803, Sigma
DakoCytomation GmbH
Nr.: 6381-92-6, Sigma
Laborbestand

Nr.: 10270-106, Gibco BRL
Biocoll

Laborbestand
Laborbestand

Sigma
Transfusionsmedizin Jena
Nr.: C 9891, Sigma

Lymphozytentrennmedium CSM 1077, 500mINr.: J15-004,

Natriumazid
Natriumchlorid

PBS, without Natrium, Magnesium, steril

Laborbestand
Laborbestand
Nr.: BE 17 516 F, Bio Whittaker

PBS 10x, without Natrium, Magnesium, steril Nr.: BE 17 517 Q, Bio Whittaker

pH-Teststreifen
Sheath fluid

Tween

3.1.2.3. Selbstangesetzte Losungen

Blocking-L&sung:
70 ml PBA

Nr.: 1628, Whatman
DakoCytomation GmbH
Nr.: P7949, Sigma

30 ml Humanes Serum (hitzeinaktiviert bei 56°C, 30 min)

gelagert bei 4°C

Fixativ:

0,05% Formaldehyd in HBSS
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Fixierlésung:
50 ml PBS
50 ml 5%ige Formaldehydlésung
gelagert bei 4°C

NaCl-Lésung 0,9%:
9g NaCl
1000 ml Aqua dest.
Autoklaviert
gelagert bei RT

PBA:
PBS
5% FKS (hitzeinaktiviert bei 56°C, 30 min)
0,1% Natriumazid

gelagert bei 4°C

PBS unsteril
50ml 10x PBS
450ml Aqua dest.
gelagert bei 4°C

PBS/EDTA 50mM:
9,305 g EDTA
500 ml PBS
gelagert bei 4°C

Perfusionslosung:
NaCl 0,9%
40ml 50mM EDTA/PBS
gelagert bei 4°C
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3.1.2.4. Antikorper und Nachweisreagenzien
Lieferant Dako, Deutschland

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Marker fiir die DurchfluRzytometrie

Produkt Fluorochrom | Art Katalognummer
Anti-Human-CD3 RPE-Cy5 Monoclonal Mouse C 7067
Anti-Human-CD3 FITC Monoclonal Mouse F0818
Anti-Human-CD4 FITC Monoclonal Mouse F 0766
Anti-Human-CD8 FITC Monoclonal Mouse F 0765
Anti-Human-CD14 FITC Monoclonal Mouse F 0844
Anti-Human-CD16 FITC Monoclonal Mouse F 7011
Anti-Human-CD19 RPE Monoclonal Mouse R0808
Anti-Human-CD20 RPE-Cy5 Monoclonal Mouse C 7132
Anti-Human-CD25 RPE Monoclonal Mouse R 0811
Anti-Human-CD45 RPE-Cy5 Monoclonal Mouse C7099
Anti-Human-CD54 FITC Monoclonal Mouse F 7143
Anti-Human-CD56 RPE Monoclonal Mouse R 7127
Anti-Human-CD69 RPE Monoclonal Mouse R 7173
Anti-Human-CD95 RPE Monoclonal Mouse R 7154
Anti-Human-CD138 RPE Monoclonal Mouse R 7229
Negativkontrolle IgG1 | FITC, RPE, Mouse X 0956
Triple Colour Reagent | RPE-Cy5
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3.2. Studien am Mausmodell zur Rolle von Fgl2 in der

Schwangerschaft

3.2.1. Imnmunhistochemische Farbung von Mausuteri

KIT fir immunhistochemische Farbung Signet / Cedarlane Labs

Ontario, Kanada

Antikorper zur Verfliigung gestellt von Prof.
D.A. Clark
- polyklonaler Rabbit anti-Mouse Fgl2 (rabbit #6)
- Kontrollen Rabbit IgG 1.25 pg/ml und/oder normales Rabbit Serum 1/104

Nikon Coolpix 4500 Digitalkamera Nikon, Kanada
Mikroskop Olympus BH-2 Carl Zeiss GmbH

Die folgenden Materialien wurden uns freundlicherweise vom Central Pathology
Laboratory (Zentrallabor der Pathologie) des Medical Centers der McMaster Universitat
von Hamilton, Kanada zur Mitbenutzung berlassen:

Aptexbeschichtete Objektrager, Plastikeimalpipetten, Entwachsunsreihe:
Objektragerhalter, Badewannen, Xylene, Alkohol 100%, Alkohol 95%, Alkohol 70%;
Citratpuffer, Mikrowelle, Dampfbad, PBS, Aqua Dest., Mayer's Hamatoxylin, Tris-
Puffer, Mounting Solution, Deckgldschen
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3.2.2. Genotypisierung

Puffer und Reagenzien:

Agarose

Buffer saturated phenol: pH 8,0,
Lagerung bei 4°C

Chloroform

Distill H20O RNA free

Ethanol, Lagerung bei -20°C

Ethidium Bromid
Glacial Acetic Acid
Isopropanol,
Lagerung bei -20°C
Loading Puffer
Taq DNA Polymerase (5U/ul)
Tris-HCI 1M
Sodiumchloride 5M solution
0,5M ADTA pH 8,0
10XPCR Puffer
50mM MgCI2
100mM dNTP
10mM dNTP
Primer:
KO01: 22 mer mit Tm=73,3°C
5TGC TCA AAG AAGTGC GGACCCT 3’
K02: 21 mer mit Tm=72,2°C
5'CAC CTA CCC GGC TGT GAT TGC 3’
LacZ in NLS-19 mer mit Tm=70,4°C
5'CCC ATG CTC CCCACTTTGC 3’

25
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(Bioshop # AGA 001)
(Invitrogen Cat. 15513-047)

(ACP UN 1888)

(Invitrogen, 10997-015)
(Commercial Alcohol Inc. 500
ml, USP+432516)

(Bioshop #ETB 444)

(EM Science B 10001-8)
(Sigma 1-9516)

(MBI #R0411)

(Invitrogen 18038-042)

(Sigma T-3038)

(Sigma S-5150)

(GibcolBRL, Kat.-Nr. 15575038)
(Invitrogen y02028)

(Invitrogen y02016)

(Invitrogen 10297-018)
(Invitrogen 18427-013)



Material

1M TRIS 0,51, pH 8,0 (Bioshop # Tris 001, MW 121,14)
60,57 g Tris + 400 ml MilliQ Wasser,
einstellen des pH auf 8,0

auffillen auf 500 ml

0,5 M EDTA 0,51, pH 8,0 (Bioshop# EDTA 001, MW 372.24)
93,06g + 400ml MilliQ Wasser,

pH einstellen auf 8,0 aufflllen auf 500ml

20% SDS 0,5l (Bioshop # SDS 001)
100g SDS mit MilliQ wasser auf 500ml auffillen

5M NacCl 0,51 (Bioshop # NaCl 001, MW 58,44)
146,1g NaCl mit MilliQ Wasser auf 500ml auffiillen

Proteinase K (Sigma P-2308),
100mg/Flasche, fige 10 ml MilliQ Wasser zu,
verdiinne auf 10mg/ml, Aliquotiere in Eppendorftubes zu

je 0,5 ml, Lagerung bei -20°C

Lysis-Puffer Nr.1:
10mMTris pH 8.0
1mM EDTA pH 8.0
25mM NacCl

Aktivierter Lysis-Puffer Nr.1: 20ul Proteinase K in 1ml LysisPuffer (10mg/ml)
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Lysis-Puffer Nr.2:

Grossere Menge (500ml) wurde vorbereitet, in 25ml Falsons aliquotiert und bei -20°C

gelagert.
Fir 500 mi:
1M Tris, pH

50ml 8,0
5ml 0,5M EDTA
5mi 20%iges SDS
20ml 5M NaCl
440ml Aqua dest.

Aktivierter Lysis-Puffer Nr.2:  20ul Proteinase K in 1ml Lysis-Puffer Nr.2

50X TAE Puffer:

242g TRIS

Glacial Acetic
57,1 ml Acid
100 mi 0,5M EDTA
auf 11 mit MilliQ
auffillen Wasser

1X TAE Puffer:
20 ml 50X TAE + 980ml MilliQ Wasser
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4. Methoden

4.1. Analyse der Lymphozytenpopulationen in der Plazenta des

Menschen

4.1.1. Auswahl der Plazenten fiir die Perfusion

Diese Studie wurde an der Universitatsfrauenklinik (UFK) der Friedrich - Schiller
— Universitat (FSU) Jena in der Abteilung flur Geburtshilfe durchgefihrt. Die
Plazenten stammen von Frauen, die im Kreissaal der UFK der FSU entbunden
hatten. Vorzugsweise wurden Plazenten nach Spontangeburt oder nach Sectio
Cesarea auf Wunsch der werdenden Mutter, in jedem Fall von Einlingen
verwendet. Es wurde weiterhin darauf geachtet, dald ein unkomplizierter
Schwangerschaftsverlauf vorgelegen hatte. Nur solche Plazenten wurden in die
Studie eingeschlossen, die nach einer Routineuntersuchung durch die
Hebammen im Kreissaal makroskopisch intakt erschienen. Die fur die
Untersuchung verwendeten Puffer und Reagenzien waren handelsibliche
Praparationen oder wurden in eigener Arbeit angesetzt. Die Plazenten wurden
nach dieser Untersuchung unsteril in einer Plastikbox mit 50 ml PBS/50 mM
EDTA versetzt um die Gerinnung des Blutes zu stoppen. Sodann erfolgte der
Transport ins Labor. Die Plazenten wurden innerhalb einer Stunde nach der
Geburt bearbeitet.

Zusatzlich wurden jeweils eine Probe peripheres Venenblut (9ml) und

Nabelschnurblut (9ml) zur Untersuchung gewonnen.

4.1.2. Perfusion der Plazenta

Die Plazenta wurde auf einem Stahltablett nochmals ausgiebig mit PBS/EDTA
gespult, um ausgetretenes Blut zu entfernen. AnschlieBend wurde die
Oberflache der maternalen Seite auf Beschadigungen der einzelnen Lobi
untersucht. Auf Basis dieser Untersuchung wurde der am wenigsten affizierte
Lobus schlieBlich fir die Perfusion ausgewahlt und freiprapariert. Er wurde dann
mit der maternalen Seite zu oberst mittels der Eihdute in den oberen Teil der

Perfusionsvorrichtung eingespannt, (Abbildungen 1 und 2) um das villése Blut
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auszuschwemmen, wurden nun zwei Umbilikalvenenkatheter in die Oberflache
eingestochen, nicht zu tief um die Chorionzotten nicht zu verletzten. Durch eine
Peristaltikpumpe, die eine FluBRrate 7-8 ml pro Minute erzeugte, wurden
insgesamt zwei Liter sterilisierte 0,9%ige Kochsalzlésung Uber die Katheter ins
Gewebe geleitet. Ausgeschwemmtes intervilldses Blut vermischt mit
Kochsalzlésung sammelte sich an der Unterkante der Apparatur und wurde
Uber einen Sauger, der ebenfalls an die Pumpe angeschlossen war in eine

Flasche uUberfihrt. Daraus erfolgte im Anschlufd die Lymphozytenseparation.

09% Abbildung 1

’ Schematische
NaCl
R Darstellung der
Perfusionsanlage

Die dicken Pfeile im Bild
verdeutlichen die
Roller- Stromungsrichtung in den

/ pumpe Schlauchen, weil fir

Spullésung, rot fur VB.

osu

Umbilikalvenen-
katheter

Plazenta

VB

w

Abbildun 2 Plazenta vor un'nach der Perfusion

Im linken Teil des Bildes ist die Plazenta vor der Perfusion gezeigt, wie sie in dem
Apparat eingespannt ist, im rechten ist perfundiertes Plazentagewebe gegen Ende des
Perfusionsvorganges abgebildet
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4.1.3. Gewebsdisaggregation

Ab diesem Arbeitsschritt wurde alles Weitere an einer sterilen Arbeitsbank mit
laminarem  Gegenstrom durchgefihrt. Vor Verwendung wurden die

Arbeitsgerate im Autoklaven behandelt, oder sterile Einmalprodukte verwendet.

Zur Praparation wurde der gespllte Teil, sowie auch ein weiterer, ungespdlter
Teil der Plazenta verwendet. Die Gewebeproben wurden zentral enthommen
und waren ca. 5x5 cm grof3 und umfaldten alle Schichten der Plazenta. Fur die
Lymphozytenisolation wurden die Eihaute abprapariert und das gesamte
verbleibende Gewebe flr die Isolation genutzt. Beide Proben wurden in 50 ml
PBS suspendiert, mechanisch zerkleinert und mit je 100 uyl Kollagenase 5 min
bei 37°C flr eine Stunde inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension zunachst
Uber ein grobmaschiges Sieb abfiltriert und der Gewebebrei aus dem Sieb mit
PBS resuspendiert. Anschlielend wurde nochmals filtriert. Die so gewonnene
Zellsuspension enthielt noch groRere Gewebsteile, die nachfolgende Arbeiten
mit der Pipette behinderten, deshalb wurde die Suspension nochmals durch ein

feineres Sieb gefiltert.

4.1.4. Lymphozytenisolation
Separation mittels Ficoll

Zur Isolierung der Zellen wurde das Blut zunachst 1:1 mit PBS verdinnt. Die
Zellsuspensionen aus Plazentagewebe wurden unverdinnt weiterverarbeitet.
Das villdse Blut wurde durch Abzentrifugieren bei 100xg und Verwerfen des
Uberstandes, sowie nachfolgende Resuspension in PBS aufgearbeitet. In einem
Zentrifugenréhrchen (15 ml) wurden 3 ml Ficoll-lsopaque-Lésung (spezifische
Dichte 1,077 g/ml, 10°C) vorgelegt, dann 10 ml der jeweiligen Probe dartber
geschichtet und zentrifugiert (20 min, RT, 700xg). Auf Grund der spezifischen
Dichte der mononukledren Zellen sammelten sich diese zusammen mit
Thrombozyten, als so genannte Interphase, zwischen Plasma bzw. PBS und
Ficoll, wahrend Erythrozyten und Granulozyten sich als Pellet am

Rohrchenboden absetzten.
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Gewinnung der mononuklearen Zellen aus der Ficoll-Separation:

Die Interphase wurde vorsichtig abgesaugt und in ein weiteres
Zentrifugenrohrchen (50 ml) Uberfuhrt. Durch dreimaliges Zentrifugieren mit
absteigenden g-Zahlen (430 xg, 250 xg, 80 xg, jeweils 10 min bei RT) und
anschlielende Resuspension in PBS wurden die mononuklearen Zellen
gewaschen und ein grofRer Teil der Thrombozyten entfernt. Die Ausbeute an
mononuklearen Blutzellen betrug bei diesem Verfahren 1 bis 2 x 106 pro ml
Vollblut. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet der mononukledren
Zellen in PBS aufgenommen. In der Neubauerkammer wurde die Zahl Zellen
und bestimmt und die Zellsuspension auf eine Konzentration von 2 x 106/ml

eingestellt.

4.1.5. Farbung der Lymphozyten fir die Analyse im DurchfluBzytometer

Fir weitere Untersuchungen zum Aktivierungszustand der mononuklearen
Zellen und um Aussagen darlUber treffen zu kdénnen in welchem Verhaltnis
zueinander sie in der jeweiligen Losung vorliegen wurden die Zellen mit

verschieden Antikérpern der Firma DAKO markiert.

In einem vorbereitenden ersten Arbeitsschritt wurden die Zellen zunachst mit
einer Blockinglosung fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Antikdrpergemische
(in der Tabelle 2 mit Nummern bezeichnet) wurden jeder Probe (NB, MB, VB,

PG, PnG) zugegeben. Tabelle 2 veranschaulicht dieses Schema:
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Tabelle 2: Schematische Darstellung des Pipettierschemas in Vorbereitung auf

die durchfluBzytometrische Analyse

Kodierung fir verwendete FACS-AK Proben
NB MB VB PG PnG
1 =CD4 FITC=FLI
CD25 RPE = FL Il Nb1 Mb1 Vb1 Pg1 Png1
2 =CD16 FITC=FLI
CD56 RPE = FL || Nb2 Mb2 Vb2 Pg2 Png2
3 =CD8 FITC=FLI
CD69 RPE = FL || Nb3 Mb3 Vb3 Pg3 Png3
4 =CD54 FITC=FLI
CD95 RPE = FL Il Nb4 Mb4 Vb4 Pg4 Png4
CD3 RPE-CY-5=FL Il
5 =CD14 FITC=FLI
CD138 RPE = FL Il Nb5 Mb5 Vb5 Pg5 Png5
CD20 RPE-CY5 = FL llI
6 =CD3 FITC=FLI
CD19 RPE = FL Il Nb6 Mb6 Vb6 Pg6 Png6
CD45 RPE-Cy5 = FLIII
7 =I1gA FITC=FLI
IgM RPE = FL II Nb7 Mb7 Vb7 Pg7 Png7
CD20 RPE-CY5 = FL IlI
8 =Negativkontrolle FITC/ RPE/ RPE-Cy5 | MbNeg | MbNeg | VbNeg | PgNeg | PngNeg

NB kennzeichnet Nabelschnurblut
MB kennzeichnet Maternales Blut

VB kennzeichnet Villoses Blut

PG kennzeichnet Plazenta gespllt
PnG kennzeichnet Plazenta nicht gespult
FITC, RPE, RPE-Cy5 kennzeichnen den mit dem Antikdrper konjugierten
Fluoreszenzfarbstoff

FL I, Il, lll kennzeichnen die dem Farbstoff entsprechenden Detektoren des FACS

Durch die verwendeten Marker erhielten wir also Informationen zur Aktivierung,

Proliferation

und Kostimulation

von

Zellen

untereinander

Adhasionskapazitat der Zellpopulationen in der Plazenta.
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a) Marker fur die Analyse der verschieden Lymphozytenpopulationen
anti-CD3 (T-Lymphozyten)
anti-CD4 (T-Helfer-LymphoZyten)
anti-CD8 (zytotoxische T-Lymphozyten)
anti-CD14 (Lipopolysaccharidrezeptor auf Monozyten und
Makrophagen)
anti-CD16 (Naturliche Killer Zellen, vor allem im peripheren Blut)
anti-CD19 (B-Lymphozyten, aufer Plasmazellen)
anti-CD20 (B-Lymphozyten)
anti-CD45 (Leukozyten auler ortsstandige B-Lymphozyten,
Plasmazellen, Thrombozyten)
anti-CD56 (Naturliche Killer Zellen, im peripheren Blut und
Plazentagewebe)
anti-CD138  (Plasmazellen)
b) Marker fir die Analyse des Aktivierungsstatus:
anti-CD25 (Interleukin-2-Rezeptor, Alpha-Kette, Aktivierungsmarker)
anti-CD54 (Interzellulares Adhasionsmolekdl-1)
anti-CD69 (Fruher Aktivierungsmarker)
anti-CD95 (Fas, Apoptosemarker)
anti-CD154  (CD40-Ligand auf T-Zellen)
Dabei wurden auf 50ul Probe jeweils 2,5 y Antikérperlésung verwendet. Die
Proben wurden nach der Farbung 15 min im Dunklen auf Eis inkubiert.
Anschlief3end mit PBA gewaschen und mit 0,05% Formaldehyd in HBSS fixiert.
Bis zur Messung wurden die Zellen im Dunklen bei 4°C gelagert. An einem der
nachsten drei Tage wurde die Messung im Durchflulzytometer Typ Galaxy der
Firma DAKO durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit der Software FloMax
der Firma Partec. Nach diesem Schema wurde zehn Plazenten reprasentativ

perfundiert und analysiert.

4.1.6. DurchfluBzytometrie

Das Prinzip der DurchflulRzytometrie beruht darauf, dal} Zellen aus einer
Suspension Uber ein Probenflhrungssystem vereinzelt werden und dann
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hintereinander einen Laserstrahl kreuzen. Das dabei gestreute Licht des
eingesetzten Lasers mit unveranderlicher Wellenlange wird in Richtung des
Strahls (Vorwartsstreulicht, FSC) und im 90° Winkel dazu (Seitwartsstreulicht,
SSC) aufgefangen und als elektronisches Signal an den angeschlossenen
Computer weitergeleitet. Das Ausmal} der Streuung ist beim Vorwartsstreulicht
abhangig von der Grolle und dem Refraktionsindex des Partikels, beim
Seitwartsstreulicht von seiner Komplexitat (Oberflachenbeschaffenheit und
Granularitat). Das hier verwendete DAKO-Galaxy Gerat arbeitet mit einem
Argonionenlaser, der Licht einer Wellenlange von 488 nm erzeugt. Zusatzlich zu
den Streulichtdetektoren registriert das Gerat Fluoreszenzlichtemissionen jedes
Partikels in drei unterschiedlichen Wellenlangenbereichen. Der Detektor ,FL I
registriert Wellenlangen von 525 nm (Grinfluoreszenz). Orange wird vom
Detektor ,FL II* im Bereich 590 nm und Wellenlangen von 650 nm im roten
Spektralbereich werden vom Detektor ,FLIII* gemessen. Somit werden pro
gemessenes Partikel Werte fur funf verschiedene Parameter (FSC, SSC, FLI,
FLII, FLII) erfal®t. Jeder den Laserstrahl passierende Partikel liefert somit bei
einer bestimmten Gerateeinstellung entsprechend seiner optischen
Eigenschaften ein Datenmuster, das ihn als MeRereignis definiert. Uber die
angeschlossene Computereinheit werden die Gerateeinstellungen kontrolliert,
Melergebnisse erfalt und gespeichert. Es erlaubt die Darstellung eines
Parameters gegen die Zahl der gemessenen Ereignisse in Form eines
Histogramms oder die Darstellung verschiedener Parameter gegeneinander.
Letztere kann Punktediagramm oder Dichtediagramm erfolgen. Die Lage der
MeRereignisse innerhalb dieser Darstellungen wird durch die Einstellungen des

DurchfluBRzytometers bestimmt.

Es lassen sich Untergruppen von Melereignissen einzeln analysieren, indem
innerhalb von Zwei-Parameter-Diagrammen elektronische ,Fenster” (Gates)
gesetzt werden. Es kdonnen mehrere Fenster gleichzeitig gesetzt und auch
logisch miteinander verknupft werden. Auf diese Weise lassen sich auch die
Anzahl bestimmter Mel3ereignisse und der prozentuale Anteil einer Untergruppe
an Melereignissen an der Gesamtereignismenge, sowie der mittlere Wert eines

Parameters fir eine Ereignisgruppe, ermitteln. Morphologisch &ahnliche
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Zellpopulationen stellen sich in einem korrelierten Diagramm, in dem fir jede
Zelle der FSC- gegen den SSC-Wert aufgetragen wird, als homogene Wolke
dar. Bei der durchfluBzytometrischen Messung der verschiedenen Populationen
nach der Separation und Farbung wurden die Daten der Proben sowohl linear

als auch logarithmisch aufgezeichnet.

Im Anschlu® an die Messungen erfolgte die computergestitzte statistische
Auswertung der Daten mittels der Programme SPSS (freundlicherweise zur
Verfigung gestellt vom Rechenzentrum der FSU-Jena) und Excel der Firma
Microsoft. Es wurden Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt. Der
Vergleich der Proben untereinander auf statistische Unterschiede erfolgte

mittels T-Test.

4.2. Untersuchungen der Rolle von Fgl2 in der Schwangerschaft

am Mausmodell

4.2.1. Immunhistochemische Darstellung von Fgl2-Protein in einem

abortogenen Mausmodell

Die Versuche wurden falls nicht anderweitig hervorgehoben selbst durchgefihrt,
die verwendeten Puffer und Reagenzien wurden in eigener Arbeit hergestellt

oder wurden Uber den Fachhandel bezogen.

Mause:
Die CBA/J und DBA/2 Mause wurden in einer keimfreien Umgebung in
Raumlichkeiten des Toronto General Hospital (Toronto, Kanada) mit Futter und

Wasser ad libidum und einem 12 h Tag /Nacht Zyklus gehalten.

Studien:

Weibliche CBA/J und mannliche DBA/2 Mause wurden gepaart und der Morgen
an dem der Plug in der Scheide erkennbar war als Gd 0,5 der Schwangerschaft
festgelegt. Die schwangeren Weibchen aus Paarungen von CBA/J mit DBA/2
wurden jeweils in Abstanden von 1 Tag zu unterschiedlichen Zeitpunkten von
Tag 4,5 bis 13,5 nach der Empfangnis getotet. Die Uteri wurden exzidiert und
fir 18h in 4%iger Paraformaldehydldsung fixiert. Danach wurden sie in

70%igen Alkohol Uberflhrt und in Paraffin eingebettet sowie geschnitten. Einige
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der Schnitte wurden in Hamatoxylin-Eosin oder Masson-Trichromlésung gefarbt
um histologische Veranderungen darzustellen, sowie um diejenigen Schnitte mit
einer moglichst hohen Anzahl von Embryonen fir die Immunhistochemische
Farbung zu finden. Die so praparierten Schnitte wurden mir freundlicherweise
von Prof. D.A. Clark flr die immunhistochemische Farbung zur Verfugung

gestellt.

Immunhistochemie:

Die Objekttrager mit den in Paraffin eingebetteten Proben wurden zunachst flr
30 min bei 60°C erwarmt und danach entwachst. Vor der Farbung wurden sie je
zweimal mit PBS gewaschen. Die Farbung wurde mit einem Kit der Firma
Signet / Cedarlane Labs (Ontario, Kanada) durchgefihrt. Der verwendete
Antikérper war ein polyklonaler Rabbit anti-Mouse Fgl2 (Rabbit #6), die
Kontrollen entweder Rabbit IgG 1.25 pg/ml oder normales Rabbit Serum 1/10%.
Die Proben wurden zunachst mit 3%iger H,O, (Kit-Losung Nr. 1) 5 min
behandelt, dann zweimal mit PBS gewaschen und in heillem Citrat-Puffer in
einem Dampfbad fir 45 min inkubiert. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur
wurde zunachst mit Wasser dann zweimal mit PBS gewaschen. Sodann wurde
die Blockinglésung (Kit, Nr. 2) aufgetragen, 20 min inkubiert, gefolgt von dem
Antikdrper bzw. der Kontrolle. So wurden die Proben Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurde zunadchst dreimal ausgiebig mit PBS
gewaschen und dann der biotinylierte Anti-Rabbit 1gG Antikdrper (Nr. 4)
aufgetragen, 30 min bei RT inkubiert. Nach dem Waschen wurde Streptavidin
(Nr. 5) aufgetragen und 20 min inkubiert sowie anschliefiend gewaschen. Als
letztes wurde die Farbelésung (1 Tropfen Chromo A auf 1ml Puffer B)
aufgetragen und 20 min inkubiert. Vor der Gegenfarbung in Mayers Hamatoxylin

wurden die Schnitte in laufendem Wasser gewaschen und danach fixiert.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Mikroskop der Firma Zeiss. Die
Fotos wurden mit einer Nikon Coolpix 4500 Digitalkamera aufgenommen und

anschlieend in der Bildbearbeitung mit Adobe Photoshop aufbereitet.
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4.2.2. Genotypisierung von Embryonen in Fgl2+/- heterozygot gekreuzten

Mausen

Die Versuche wurden falls nicht anderweitig hervorgehoben selbst durchgefihrt,
die verwendeten Puffer und Reagenzien wurden in eigener Arbeit hergestellt

oder wurden uber den Fachhandel bezogen.

Mause:
Die Fgl2+/- heterozygoten Mause wurden in einer keimfreien Umgebung in
Raumlichkeiten des Toronto General Hospital (Toronto, Kanada) mit Futter und

Wasser ad libidum und einem 12 h Tag /Nacht Zyklus gehalten.

Erzeugung und Rekombination der Fgl2+/- Mause: N10, N3

Fgl2-Knockout-Mause: Die Erzeugung der Knockoutmause, wie im Folgenden
kurz zusammengefallt, erfolgte im Vorfeld unserer Untersuchung. Die Tiere
wurden mir freundlicherweise von Wei He (Mitglied der Forschergruppe des
Multi Organ Transplant Programm der Universitat von Toronto, Kanada) zur
Verfugung gestellt. Die Standardtechnik der homologen Rekombination wie sie
im Detail bei Marsden et al. (Marsden et al. 2003) beschrieben wird, wurde
genutzt um das Fgl2 Gen in 129Sv/J Embryonischen Stammzellen zu
inaktivieren. Die Kolonien wurden per Analyse von BamHI| verdauter DNA
mittels MultiplexPCR auf homologe Rekombination gescreent. Multiplex PCR
positive Klone wurden in C57Bl/6xC57BI/6 Blastozysten injiziert und
pseudoschwangeren C57Bl/6 Weibchen eingesetzt. Chimare
(129Sv/IxCS57BI/6) Mannchen wurden mit Weibchen gepaart um diejenigen mit
einer Fgl2 Mutation in der Keimbahn zu identifizieren und die Nachkommen
wurden fur drei Generationen (N1-N3) miteinander gekreuzt (Inzucht).
Heterozygoten (Fgl2+/-) aus der N3 Nachkommenschaft wurden dann mit
C57BI/6 ruckgekreuzt um die Generationen N4-N10 zu erzeugen. In jeder
Generation wurden die Jungtiere mittels MultiplexPCR typisiert um die
Genotypen +/+, +/- und -/- fur Fgl2 zu bestimmen. Die Heterozygoten wurden flr

die nachste Rickkreuzung verwendet.

Versuchsbeschreibung: Die schwangeren Weibchen aus heterozygoten +/- x

+/- Paarungen der N10 Generation von Fgl2 Knockout-Mausen wurden zu
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unterschiedlichen Zeitpunkten von Tag 8,5, 10,5 und 13,5 nach der Empfangnis
getdtet um festzustellen ob ein Verlust der Schwangerschaft wahrend der
Fortpflanzung auftrat. Der Tag nach der Paarung von Mannchen und Weibchen,
an dem ein sogenannter ,Plug“ an der Scheide der Weibchen erkennbar war

wurde als Tag 0,5 der Schwangerschaft festgelegt.

Die schwangeren Weibchen wurden durch zervikale Dislokation getotet. Dann
wurde nach vorsichtiger Eroffnung des Unterbauches der Uterus zu beiden
Seiten vollstandig dargestellt und die Zahl der Implantationen bzw. auch von
Resorptionen dokumentiert. Der Uterus der schwangeren Maus ist in Abb. 3
gezeigt. Er besteht aus zwei Hornern mit jeweils perlschnurartiger Gestalt. Die
“Perlen” entsprechen den Implantationen. Es wird im unteren Teil der Abbildung
ebenfalls veranschaulicht, was in unserer Studie als Resorption gewertet wurde.
Makroskopisch stellte sich die Resorption als kleinere “Perle” von zumeist
dunklerer Farbe dar. Mikroskopisch (Dissektionsmikroskop) konnte kein Embryo

gefunden werden.

Im

HHOOP Va0t 5

Abbildung 3 Darstellung von Mausuteri

Gezeigt sind zwei verschiedene Mausuteri. Der Uterus im oberen Teil der Abbildung
entspricht einem normalen Mausuterus mit 11 Implantationen (Im). Der Uterus unten in
der Abbildung ist ein Uterus, der eine Resorption im Verlauf zeigt (R). Er enthalt des
weiteren nur drei normale Implantationen (Im).

Danach wurde der Uterus disseziert, von Fett und Mesenterium befreit und die
Dezidua entfernt. Die Embryonen von Tag 8,5 und 10,5 wurden unter dem
Dissektionsmikroskop nach einem Protokoll, welches mir freundlicherweise von

A.-M. Teichert (Mitarbeiterin des Research Centers, General Hospital,
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University of Toronto, Kanada) zur Verfugung gestellt wurde, prapariert. Flr die
13,5 Tage alten Embryonen war dies nicht notwendig und so wurden sie auf
ahnliche Art makroskopisch in der Arbeitsbank exzidiert. Die gewonnen
Embryonen wurden in sterile eineindeutig gekennzeichnete Eppendorftubes

uberfuhrt und bis zur weiteren Analyse bei -20°C eingefroren.

Genotypisierung: Die Genotypisierung der Embryonen wurde mit dem Ziel
durchgefuhrt, die Verteilung der Fgl2-Genotypen der Embryonen zu
entschlisseln. Den Mendelschen Gesetzen zu Folge sollte die Verteilung nach

Kreuzung von  Fgl2+/- heterozygoten Mausen wie folgt aussehen:
Fgl2+/+:Fgl2+/-:Fgl2-/- wie 1:2:1.

Die Proben wurden je nach Tag unterschiedlich behandelt. Tag 8,5 wurde 6 min
bei 14000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 20 ul aktiviertem
Lysispuffer Nr.1 zugesetzt. Die Probe wurde sodann mit einem Homogenisator
behandelt um das Gewebe zu zerkleinern und anschlieRend 1 h bei 50°C
inkubiert. Nach der Digestion wurde das Enzym durch 3 min erhitzen auf 95°C
deaktiviert um die nachfolgende PCR nicht zu beeinflussen. Die Tag 10,5
Proben wurden mit 700ul aktivierter Lysispuffer Nr.2 versetzt, homogenisiert
und Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die DNA bei
vollstandiger Digestion mittels Phenol/Chloroform (50:50) Extraktion mit je 350l
isoliert und mit Isopropanol prazipitiert sowie im Anschluf3 mit 70%igem und
100%igem Alkohol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in 150 pl
destilliertem RNA-freien H,O Uber Nacht bei 4°C resuspendiert. Fur Tag 13,5
wurden die Proben zunachst halbiert, da sich ein Versuch die Proben
vollstéandig zu verarbeiten auf Grund der GrolRe der Proben als problematisch
erwiesen hatte. Sodann wurden sie ahnlich wie Tag 10,5 behandelt, mit dem
Unterschied, dall die Resuspension der groleren Menge DNA in 300 ul
destilliertem RNA-freien H,O erfolgte.

Die PCR wurde wiederum fur 10,5 und 13,5 gleich und fir 8,5 mit dem
Unterschied, dal® 10ul Probe statt 1ul verwendet wurden, durchgefihrt. Vor der
PCR wurden die Proben 5min bei 55°C erwarmt. Die entsprechende Menge

PCR-Reagenzien wurde in ein PCR-Tube pipettiert und mit der jeweiligen
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Menge an Probe erganzt. Im Termocycler wurde folgendes Programm

durchlaufen:

Zunachst wurde die Probe 5 min bei 94°C inkubiert um die DNA vollstandig zu

denaturieren. Dann wurden 35 Zyklen wie in Tab. 3 verdeutlicht absolviert:

Tabelle 3: Reaktionsschritte wahrend der Polymerasekettenreaktion

Vorgang Temperatur Dauer
1. Denaturieren 94°C 30s
2. Anneal (Anheften) 59,5°C 30s
3. Extend (Verlangern) 72°C 30s

Abschliefend wurde fur 15 min bei 72°C inkubiert und die Reaktion durch
Abkuhlung auf 4°C gestoppt. Bis zur Auswertung in der Elektrophorese wurde
die DNA bei 4°C gelagert.

Fur die Elektrophorese wurden alle Proben nach demselben Protokoll
behandelt. Daftr wurde ein 2%iges Gel aus 2,4g Agarose und 120 ml 1x TAE-
Puffer erhitzt mit 10pl Ethidiumbromid versetzt und in eine Horizontale Gelbox
mit je zwei 12-Zahnkdmmen gegeben. Das Gel wurde auf Raumtemperatur
abgekuhlt und mit 1xTAE-Puffer bedeckt.

10ul Probe wurde mit je 2ul Loading-Puffer versetzt und jeweils 10ul des
Gemisches in eine Kammer des Gels geflllt. Das Gel wurde nun mit 100-120
Volt fur etwa eine Stunde inkubiert. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf
eine UV-Lampe plaziert und somit zur Auswertung gebracht. Das Resultat

wurde aulRerdem mit einer Polaroid Gelkamera dokumentiert.

Analyse:

Jeder Embryo wurde mit einer Standardprobe verglichen.
Fgl2+/+ (Wildtyp) Maus: 1 Bande, hoher, langer 373 bp
Fgl2-/- (homozygote) Maus: 1 Bande, tiefer, kiirzer 319 bp
Fgl2+/- (heterozygote) Maus: beide Banden
Negativkontrolle: keine Banden

Positivkontrolle: beide Banden
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Das Polaroidfoto wurde entsprechend mit Datum, Probennummer und Genotyp

beschriftet und ein Report erstellt.

Die statistische Aufarbeitung der Ergebnisse erfolgte mittels des Xz —Test und
Fishers Test. Die Konfidenzintervalle der Resorptionen (Aborte) wurde

binominal festgelegt.
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5. Resultate

5.1. Ergebnisse der Untersuchungen an der Plazenta des

Menschen

5.1.1. Analyse der T-Lymphozyten

CD3+ Tabelle 4: Signifikante Unterschiede in
% Vergleichspaaren von CD3+ T-Lymphozyten
100
mittels T-Test
80
60 " Vergleich P a
OoCcD3
40 MB-PG 0,006 0,025
20 NB-PG 0,000 0,017
0 PG-VB 0,011 0,05
MB NB PG PnG VB MB-PnG 0,043 0,017
PG-PnG 0,025 0,05
Abbildung 4 Relativer Anteil von P kennzeichnet die Irtumswahrscheinlichkeit
CD3+ Lymphozyten a kennzeichnet den Wert der
Ficoll®-isolierte mit Anti-CD3- Irrtumswahrscheinlichkeit, ab dem P

Antikdrpern markierte Lymphozyten ~ Signifikanz erreicht
durchfluRzytometrisch analysiert,

gezeigt sind die Mittelwerte des

CD3+-Anteils an allen isolierten

Lymphozyten aus 10 unabhangigen

Versuchen mit Standardfehler

Die Verteilung der CD3+ als relative Prozentwerte von CD45 ist in Abb. 4
dargestellt. Tabelle 4 zeigt die dazugehdrigen signifikanten Unterschiede in
mehreren Vergleichen. In nicht gespulter Plazenta war der relative Anteil an T-
Zellen signifikant héher als in perfundiertem Gewebe, ebenso verhielt es sich im
Vergleich von villdésem Blut und gespllter Plazenta. Gleichfalls war der relative
Anteil von CD3+ Zellen aus mdutterlichem peripherem Blut sowie aus
Nabelschnurblut signifikant hoher als in gespllter Plazenta. Verglichen zu
mutterlichen Blut war der relative Anteil von T-Lymphozyten in nicht gespulter
Plazenta signifikant niedriger.
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CD4+ CD8+

O CD4+ OCD8+

MB NB PG PnG VB MB NB PG PnG VB

Abbildung 5 Relativer Anteil von CD4+ und CD8+ Lymphozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD4-Ak bzw. Anti-CD8-Ak markierte Lymphozyten
durchfluRzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte des CD4+ und CD8+
Anteils an allen isolierten Lymphozyten aus 10 unabhangigen Versuchen mit
Standardfehler. Das Diagramm links zeigt die Auswertung fur CD4, das Diagramm
rechts fur CD8.

Tabelle 5: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von CD4+ und CD8+
Lymphozyten mittels T-Test

Marker Vergleichspaar P-Wert a

CD4+ PG-NB 0,042 0,025
CD4+ PG-VB 0,048 0,05

CD8+ PG-NB 0,011 0,017
CD8+ NB-MB 0,017 0,017
CD8+ NB-VB 0,000 0,017

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet den Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit, ab dem P
Signifikanz erreicht

Die Analyse der CD4+ Zellen (Abb.5 und Tab.5) zeigte signifikante
Unterschiede zwischen Nabelschnurblut und villdsem Blut zu gespulter
Plazenta, wobei der relative Anteil an T-Helferzellen in den beiden ersteren
héher war im Vergleich zu letzterem. Bei den CD8+ zytotoxischen Zellen war

der relative Anteil in Nabelschnurblut bei den Vergleichen zu gespulter
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Plazenta, mutterlichem peripheren Blut und villésem Blut signifikant niedriger.
Alle anderen Vergleiche dieser Gruppe zeigten, da® der Anteil an CD8+ Zellen
in den Proben MB, VB, PnG und PG etwa gleich verteilt war. SchlieRlich wurde
das Verhaltnis der CD4+:CD8+ Lymphozyten zueinander in den Proben
ermittelt. Fuar Mauatterliches Blut betrug die CD4+:CD8+ Ratio 1,77, fir
Nabelschnurblut 2,79 flr gespllte Plazenta 0,95 flr ungespllte Plazenta 1,38

und fur villoses Blut 1,85.

5.1.2. Analyse der B-Lymphozyten

CD19+ y CD20+ und CD138+

40

30

00 oCcD138
O CcD20
" %.Ill ﬂ [ l |
0
MB NB PG PnG VB

CD138 2,35 1,68 8,48 5,25 4,86
CD20 9,90 12,16 28,69 14,15 22,02

Abbildung 6 Relativer Anteil von CD19+, CD20+ und CD138+ Lymphozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD19-, Anti-CD20- bzw. Anti-CD138-Antikdrpern markierte
Lymphozyten durchfluBzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte der CD19+,
CD20+ bzw. CD138+ Anteile an allen isolierten Lymphozyten aus unabhangigen 10
Versuchen mit Standardfehler. Das linke Diagramm zeigt die Auswertung fir CD 19,
das rechte Diagramm fiir CD20 und CD138.

Signifikante Unterschiede sind in Tabelle 6 dargestellt:

Tabelle 6: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von CD19+ und CD20+
Lymphozyten mittels T-Test

Marker Vergleichspaar P-Wert o

CD19+ MB-PG 0,003 0,017
MB-PnG 0,017 0,017
CD20+ PG-PnG 0,027 0,05

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet den Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit, ab dem P Signifikanz
erreicht 44
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In Abbildung 6 sind die relativen Prozente der B-Zellpopulationen dargestellt.
Die Anzahl an CD20+ unterschied sich signifikant zwischen perfundiertem und
nicht perfundiertem Plazentagewebe (28,69+6,47 vs. 14,15+2,59 P=0,027
*P<0,05). Der Vergleich von peripherem mutterlichen Blut und Nabelschnurblut
untereinander sowie jeweils zu den verschieden praparierten Plazentageweben
erreicht keine statistische Signifikanz. Der Marker fur unreife B-Zellformen CD19
zeigte signifikante Unterschiede zwischen miutterlichem Blut und perfundierter
und nativer Plazenta (6,66 vs. 14,47 P=0,017 ***P<0,017). Der
Plasmazellmarker CD138 erbrachte tendenzielle Unterschiede im Vergleich von
matterlichem und fetalem Blut zu gespultem Plazentagewebe, in welchem der

hochste Anteil an Plasmazellen gefunden wurde.

5.1.3. Analyse der natiirlichen Killerzellen

CD16+ und CD56+

60

40 'I

%

20 A

O m
MB NB PG PnG VB

O CD16+CD56+ 10,35 3,57 12,41 7,87 4,91
O CD16+CD56- 12,12 16,25 41,52 24,49 23,04
OCD56+CD16- 3,08 1,48 11,19 6,12 4,86

Abbildung 7 Relativer Anteil von CD16+, CD56+ und CD16+CD56+ Lymphozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD16- und Anti-CD56-Antikbrpern markierte Lymphozyten
durchfluRzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte des Anteils an allen
isolierten Lymphozyten fiir CD16 und CD56 einfach positive ohne die, die fiir beide
Marker doppelpositiven, sowie die CD16CD56 doppelpositiven aus 10 unabhangigen
Versuchen mit Standardfehler.
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Tabelle 7: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von CD16+ und CD56+
T-Lymphozyten mittels T-Test

CD56+ P a CD16+ P a
Vergleichspaare Vergleichspaare

NB-PG 0,02 0,025| NB-PG 0,04 0,050
MB-VB 0,02 0,025| |PG-VB 0,00 0,017
MB-PG 0,04 0,050 |MB-PnG 0,00 0,017
NB-VB 0,04 0,050| |MB-PG 0,027 0,025

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet den Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit, ab dem P Signifikanz erreicht

Unter den CD16+CD56+ doppeltpositiven Lymphozyten in Abb.7 und Tab.7
konnten keine signifikanten Unterschiede statistisch gesichert werden, obwohl
die Mittelwerte in ihren Betragen sehr stark voneinander abwichen. Im Vergleich
der CD16+CD56- hatten die beiden Plazentaproben einen signifikant grofieren
relativen Anteil dieser untersuchten Zellpopulation als mutterliches peripheres
Blut. Auflerdem war der relative Anteil der CD16+CD56- Lymphozyten in
gespllter Plazenta signifikant groRer als in Nabelschnurblut und in villésem Blut.
Unter den CD56+CD16- Zellen waren die relativen Anteile CD56+CD16-
Lymphozyten in maternalem und fetalem Blut signifikant geringer als in

perfundierter Plazenta und auch signifikant geringer als in villdsem Blut.

5.1.4. Analyse der Expression von Aktivierungsmarkern auf isolierten

Lymphozyten

Bei der Analyse von ICAM-1 und Fas-L, die durch Anti-CD54 bzw. Anti-CD95
Antikdrper markiert worden waren, wurden zunachst alle positiven der beiden
Gruppen betrachtet (Abb. 8). Unter allen CD95+ war der relative Anteil positiver
Zellen im Nabelschnurblut am kleinsten. Dieser Unterschied liel3 sich wie in

Tabelle 8 dargestellt im Vergleich zu allen anderen Proben statistisch sichern.
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50
40
30 | T I+
20 | T T
L T
10
s A I HT
MB NB PG PnG VB
@ CD95+ 34,00 4,94 25,42 27,40 29,38
@ CD3+CD95+ 32,17 3,56 18,09 23,94 25,54
0O CD54+ 7,84 3,60 22,41 17,01 15,67
0O CD3+CD54+ 2,04 0,53 4,19 6,42 8,46
@ CD54+CD95+ 2,59 0,72 6,72 4,79 6,19

Abbildung 8 Relativer Anteil von CD95+, CD54+ sowie doppelpositiver Paare aus

CD3+, CD54+ und CD95+

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD3-, Anti-CD95- und Anti-CD54-Antikérpern markierte
Lymphozyten durchfluRzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte des flr den
jeweiligen Marker positiven, bzw. fir verschiedene Marker doppelpositiven Anteils an
allen isolierten Lymphozyten aus 10 unabhangigen Versuchen mit Standardfehler.

Tabelle 8: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von CD95 und CD54,

sowie CD3 markierten T-Lymphozyten mittels T-Test

Vergleichspaare Mittelwerte P o
CD95+

NB-PG 4,94 vs. 25,42 0,001 0,013
NB-MB 4,94 vs. 34,00 0,004 0,017
NB-PnG 4,94 vs. 27,40 0,011 0,050
NB-VB 4,94 vs. 29,38 0,005 0,025
CD54+

MB-PG 7,84 vs. 22,41 0,005 0,017
NB-PG 3,60 vs. 22,41 0,003 0,013
NB-PnG 3,60 vs. 17,01 0,020 0,025
NB-VB 3,60 vs. 15,67 0,030 0,050
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CD54+CD95+ Mittelwerte P a
MB-PG 2,59 vs. 6,72 0,009 0,017
NB-PG 0,72 vs. 6,72 0,006 0,025
CD3+CD54+

NB-PG 0,53 vs. 4,19 0,016 0,017
CD3+CD95+

NB-PG 3,56 vs. 18,09 0,001 0,013
NB-MB 3,56 vs. 32,17 0,004 0,017
NB-PnG 3,56 vs. 23,94 0,030 0,050
NB-VB 3,56 vs. 25,54 0,010 0,025

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet das Signifikanzniveau

Bei der Analyse von ICAM-1 und Fas-L, die durch Anti-CD54 bzw. Anti-CD95
Antikérper markiert worden waren, wurden zunachst alle positiven der beiden
Gruppen betrachtet. Unter allen CD95+ war der relative Anteil positiver Zellen
im Nabelschnurblut am kleinsten. Dieser Unterschied liel3 sich wie in Tabelle 8
dargestellt im Vergleich zu allen anderen Proben statistisch sichern. Der
Vergleich von CD3+CD95+ doppeltpositiven Zellen erbrachte ebenso wie der
Vergleich aller CD95+, dal} der Anteil dieser Zellpopulation im fetalen Blut am
geringsten ist. Fir CD54+ verhielt es sich ahnlich. Auch in diesem Fall war der
relative Anteil aller fir diesen Marker positiven Zellen in Nabelschnurblut am
kleinsten. Statistisch gesichert war der Unterschied jedoch nur flr den Vergleich
von Nabelschnurblut zu jeweils gespulter, zu nicht gespllter Plazenta sowie zu
villdsem Blut, nicht aber im Vergleich mit matterlichem Blut. Der Anteil der
CD54+ Lymphozyten war jedoch in maternalem Blut signifikant niedriger als in
gespulter Plazenta, wo der Wert am hochsten war. Unter den CD54+CD95+
waren in Nabelschnurblut und mutterlichem Blut die relativen Anteile positiver

Zellen signifikant geringer als in gespulter Plazenta.
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Abbildung 9 Relativer Anteil von CD25+ Lymphozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD25-Antikdrpern markierte Lymphozyten
durchfluRzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte des CD25+-Anteils an
allen isolierten Lymphozyten aus 10 unabhangigen Versuchen mit Standardfehler

In der statistischen Auswertung der CD25+ Lymphozyten wurde keine
Signifikanz erreicht. Der relative Anteil an fir diesen Marker positiven Zellen war
in villdsem Blut tendenziell hoher als in allen anderen Proben, welche sich
untereinander kaum unterschieden. CD25 wurde in Kombination mit CD4
gefarbt. CD4+CD25+ Zellen machten hierbei den grofdten Teil der CD25+
Zellpopulation aus und nur ein an der Nachweisgrenze befindlicher Teil der
Zellen war positiv fur CD25 und negativ fur CD4. Auch in der statistischen
Auswertung dieser Untergruppen konnten keine signifikanten Unterschiede
herausgestellt werden.

CD69+

B CD69

MB NB PG PnG VB

Abbildung 10 Relativer Anteil von CD69+ Lymphozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD69-Antikdrpern markierte Lymphozyten
durchfluRzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte des CD69+-Anteils an
allen isolierten Lymphozyten aus 10 unabhangigen Versuchen mit Standardfehler
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Tabelle 9: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von CD69+ T-
Lymphozyten mittels T-Test

CD69+Vergleichspaare P a

MB-PG 0,009 0,017
NB-PG 0,013 0,05
VB-PG 0,009 0,017
PnG-PG 0,021 0,05
MB-NB 0,034 0,017

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet das Signifikanzniveau

CD69 einfach und CD8+/CD69+ und doppelpositive

Lymphozyten
30
20 1
%
10
O . I I |
VB NB PG PnG VB
O CD8+CD69+ 3,59 0,84 6,13 3,82 3,22
0O CD69+CD8- 5,84 2,23 21,38 10,51 6,86

Abbildung 11 Relativer Anteil von CD8+, CD69+ sowie von doppelpositiven
Lymphozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD8- Anti- und Anti-CD69-Antikérpern markierte Lymphozyten
durchfluRzytometrisch analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte der Anteile CD8+/CD69+
doppelpositiver und CD69 einfach positiver Zellen an allen isolierten Lymphozyten aus
10 unabhéangigen Versuchen mit Standardfehler.
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Tabelle 10: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von CD8CD69+ und
CD8-CD69+ T-Lymphozyten mittels T-Test

Vergleichspaare P a

CD8+CD69+

MB-PG 0,022 0,025
NB-PG 0,029 0,050
PG-VB 0,000 0,017
CD69+CD8-

MB-PG 0,006 0,017
NB-PG 0,010 0,050
PG-PnG 0,005 0,050
PG-VB 0,008 0,025
MB-PnG 0,034 0,025
NB-PnG 0,047 0,050

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet das Signifikanzniveau

In der Auswertung des friihen Aktivierungsmarkers CD69 war der relative Anteil
an positiven Zellen in Nabelschnurblut am kleinsten, was aber nur in den
Vergleichen mit mutterlichem peripheren Blut und perfundierter Plazenta
statistisch signifikant war. Der relative AnteilCD69+ war in perfundierter
Plazenta in allen Vergleichen signifikant hoher. CD69 wurde in einer
gemeinsamen Farbung mit CD8 gemessen und daher konnten in der
Auswertung CD8+ Zellen darauf untersucht werden, ob sie CD69 ebenfalls
tragen oder nicht. Bei dieser Analyse doppelpositiver Zellen hatte perfundierte
Plazenta ebenfalls einen héheren relativen Anteil, was bis auf den Vergleich
zischen den beiden Plazentaproben in allen Vergleichen statistisch gesichert
war. Neben CD8+ Lymphozyten kdnnen aber auch CD8- Lymphozyten den
Aktivierungsmarker CD69 tragen. Auch bei der Analyse dieser CD69+CD8-
Population war der Anteil in Nabelschnurblut signifikant kleiner als in allen
anderen Proben und in perfundierter Plazenta war er am hdchsten. Auf3erdem
war aber der relative Anteil anCD69+CD8- Zellen in nicht perfundierter Plazenta

signifikant héher als in mutterlichem peripherem Blut.
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5.1.5. Analyse der CD14 positiven Monozyten

% CD14+

MB NB PG PnG VB

Abbildung 12 Relativer Anteil von CD14+ Monozyten

Ficoll®-isolierte mit Anti-CD14-Antikérpern markierte Monozyten durchfluRzytometrisch
analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte des CD14+Anteils an allen isolierten Monozyten
aus 10 unabhangigen Versuchen mit Standardfehler

Tabelle 11: Signifikante Unterschiede in Vergleichspaaren von Monozyten mittels
T-Test

CD14+ Vergleichspaare P a

MB-PG 0,006 0,025
NB-PG 0,004 0,016
PG-VB 0,026 0,050
MB-VB 0,018 0,016

P kennzeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit
a kennzeichnet das Signifikanzniveau

Die Population der Monozyten wurde durch Markierung der Zellen mit dem
Marker CD14 analysiert. Der relative Anteil an mononuklearen Zellen war in
gespllter Plazenta am hdchsten (Abb12). AufRer im Vergleich zwischen den
beiden Plazentaproben war dies in allen anderen Vergleichen statistisch
signifikant (Tab. 11). Einen weiteren signifikanten Unterschied gab es zwischen
maternalem Blut und villosem Blut. Hier war der Anteil im intervillosen Blut

hdher als im peripheren Blut der Mutter.
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5.2. Ergebnisse der Studien zur Rolle von Fgl2 in der

Schwangerschaft im Mausmodell

5.2.1. Immunhistochemische Analyse der Fgl2 Expression

Die Expression des Fgl2-Proteins in CBA/JXDBA/2 gekreuzten Mausen wurde
durch immunhistochemische Farbung von Uteri der Gestationstage 4,5 bis 13,5

sichtbar gemacht.

Die Einnistung von Embryonen stellte sich frihestens am 5,5 Gestationstag
unter dem Mikroskop dar. Abbildung 13 zeigt eine intensive Anfarbung von Fgl2
in dezidualisierendem maternalen Gewebe, welches den Embryo umgibt (13 B
und 12 D verglichen zu den Negativkontrollen 13 A und 13 B). Uterines Epithel
und glandulares Epithel (13 B) zeigten ebenfalls Anfarbungen. Eine leichtere
Farbung konnte bei von der Implantationsseite abgewandten Stromazellen

dargestellt werden.

Ab Tag 6,5 hatte auch der Embryo selbst Farbung fur Fgl2 angenommen (Abb.
13 F und 13 H verglichen zu 13 E und 13 G) und ab Tag 7,5 (13 L) war bereits
eine differenzierbare Anfarbung verschiedener spezifischer Gewebsschichten in
dem sich entwickelndem Embryo nachweisbar. Eine veranderte Anfarbung
zeigte sich auch in der Plazentationszone: so farbten sich fetale
Trophoblastzellen an, wohingegen eine nicht gefarbte Zone an der materno-
fetalen Grenzflache zu unterscheiden war (Abb. 13 J und 13 L verglichen zu 13
[ und 13 K).
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Abbildung 13 Fgl2 Immunhistochemische Farbung von Uteri von CBA/JxDBA/2
Kreuzungen an den Tagen 5,5; 6,5 und 7,5 pc

13) A-D, Gestationstag 5,5; A und C reprasentieren die Negativkontrollen. 13) E-H
Gestationstag 6,5; E und G sind die Negativkontrollen.

13) I-L ist Gestationstag 7,5; | und K die Negativkontrollen. Die tbrigen (B, D, F, H,J, L)
sind markiert mit dem Anti-Fgl2-Antikorper. Die Bilder auf der linken Seite (A, B, E, F, |,
J) sind 40-fach vergroRert, auf der rechten Seite 100-fach. Beschriftung: e, Embryo; d,

Dezidua; t, Trophoblast; ac, Amnionhéhle; eec Extraembryonales Zélom (Hohle)

Am Tag 8,5 war die Farbung der Dezidua noch deutlicher gegen die der fetalen
Trophoblastzellen abgrenzbar und innerhalb des Embryos konnten Fgl2-
negative Areale abgegrenzt werden (Abb. 14 A-H). Ein ahnliches Muster zeigte
sich fir Tag 9,5 pc (Abb. 14 I-L).
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Abbildung 14 Fgl2 Immunhistochemische Farbung an den Tagen 8,5 und 9,5 an
Uteri von CBA/JxDBA/2 Schwangerschaften

14) A-H, Gestationstag 8,5, Negativkontrollen sind A, C, E und G. B, D, F und H sowie
I-L sind mit dem Anti-Fgl2-Antikdrper gefarbt.

14) I-L zeigen Gestationstag 9,5, Negativkontrollen sind nicht abgebildet.

A, B, E, F, I, K sind mit 40-facher Vergré3erung aufgenommen, C, D, G, H,J, L mit 100-
facher.

Beschriftung: wie in Abbildung 13) erganzt durch ys, Dottersack; al, Allantois; n,

Neuralrohr des Embryo; p, Plazenta.

Am Tag 10,5 (Abb. 15 A-D), farbten sich das Plazentalabyrinth und der
Spongiotrophoblast, sowie fokal begrenzt auch bestimmte sich entwickelnde
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Organe innerhalb des Embryos. Ahnliche Beobachtungen wurden auch am Tag
11,5 (Abb. 15 E-H) und Tag 12,5 (Abb. 15 I-L) gemacht.

Abbildung 15 Fgl2 Immunhistochemische Farbung an den Tagen 10,5, 11,5 und
12,5 von CBA/JXxDBA/2 Schwangerschaften

15) A-D stellt Tag 10,5 dar, A und C sind Negativkontrollen, B und D sind mit Anti-Fgl2-
Ak markiert. E-H reprasentiert Tag 11,5, F und H sind mit Anti-Fgl2-Ak gefarbt, E und G
sind die entsprechenden Negativkontrollen.

15) I-L zeigen Gestationstag 12,5 mit den Negativkontrollen | und K. J und L sind die
Anti-Fgl2-Ak markierten Proben.

Beschriftung: u, Umbilikalschnur; 1, Plazentalabyrinth; tgc, Zellschicht aus
Riesentrophoblasten; s, Spongiotrophoblast; h, Herz. Alle Abbildungen sind mit 40-
facher VergréRerung aufgenommen.
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Am Gestationstag 13,5 (Fig. 16 A-H), konnte Fgl2 wieder im Plazentalabyrinth
und im Spongiotrophoblasten nachgewiesen werden (16 B und 16 D). Innerhalb
des Embryos stellten sich verschiedene Areale des sich entwickelnden
Nervensystems, der Lungen, der Extremitatenknospen und Somiten (spater
Wirbel der Wirbelsaule) selektiv positiv gefarbt dar (16 F-H).

Abbildung 16 Immunhistochemische Farbung von Fgl2 am 13,3 Gestationstag in
CBA/JxDBA/2 gekreuzten Mausen

16) A-D zeigen Plazenta, A und C sind Negativkontrollen, B und D Anti-Fgl2-Ak
markierte Schnitte. Die Ausschnitte A und B sind 40-fach vergréfert, C und D 100-fach.
16) E-H zeigen ausgewahlte Teile des Embryos. E ist die Negativkontrolle F (40-fache
VergréRerung) und G (100-fach) zeigen Anfarbungen fiir Fgl2 im Bereich der Somiten
und des Neuralrohres. H illustriert die schichtweise Anfarbung von Neuralgewebe mit
Anti-Fgl2-Ak mitsamt den sich entwickelnden Ventrikeln.

Beschriftung: n, Neuralrohr; so, Somiten; n, Neuralrohr, am, Amniotische Membranen
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5.2.2. Ergebnisse der Genotypisierung an Fgl2+/- heterozygot gekreuzten

Mausen

Daten einer vorausgegangenen Studie, in der die Embryonen aus Kreuzungen
von Fgl2+/-xFgl2+/- Heterozygoten genotypisiert worden waren, hatten einen
Verlust an Fgl2+/- und Fgl2-/- Embryonen zwischen Tag 8,5 and 10,5 pc in N3
Generationen von Fgl2-Knockoutmausen gezeigt (Clark et al. 2004). Wir
wiederholten den Versuch in N10 Generationen der Knockoutmause. Nach
neun bis zehn Generationen von Rlckkreuzungen von gemischtgenetischen
(C57BI/6x129Sv/J) Fgl2+/- Mausen mit C57BIl/6 sollte die Heterozygoditat der
Mause ausreichend reduziert sein (von einem Mix aus Sv129/J und C57bl/6 hin
zu (Uber 99,2% C57bl/6). Dieser Versuch sollte das Uberleben verbessern, falls
das Absterben der Fgl2-/- und Fgl2+/- Embryonen auf mdatterliche T-Zellen
zurtckzufuhren ware, die eine AbstolRung triggern, weil den Embryonen fremde
vaterliche Antigene fehlen (durch die Inzucht in der N1-N3 Generation).
Aulerdem ist auch fur die residuale Heterozygoditat (129Sv/J Hintergrund der
Mause) bekannt, dal} diese negative Auswirkungen auf die Reproduktion haben
kann. In Kreuzungen der N10 Generation sollten diese Einflisse keine
wesentliche Rolle mehr spielen, daher wurde die Studie in dieser Generation

wiederholt.

Um den Zeitpunkt des Absterbens der Embryonen genauer einzugrenzen,
wurden Kreuzungen der N10 Generation an Tag 8,5; 10,5 und 13,5 untersucht
und mit Kreuzungen der N3 Generation an Tag 13,5 verglichen. Der Vergleich
mit N3 Generationen diente als Kontrolle, da ahnliche Ergebnisse wie in der

bereits durchgefuhrten Studie erwartet wurden.

Zunachst wurde die Anzahl der Implantationen pro Uterus wahrend der
Dissektion bestimmt. Es konnte festgestellt werden, dalR die Anzahl der
Implantationen nach Tag 8,5 abfiel. Dabei war der Unterschied Zwischen Tag
8,5 und 10, 5 bzw. 13,5 gréler als zwischen Tag 10,5 und 13,5, wo es keinen
Unterschied gab. Fur Tag 13,5 der Kreuzungen der N3 Generation lag die Zahl

der Implantationen ebenfalls weit unter der von Tag 8,5 der N10 Generation und
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nur leicht oberhalb von Tag 10,5 der N10, wie auch in Abb

dargestellt.
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. 17 und Tabelle 12

Implantationen/Uterus
(o]

o

Abbildung 17 Gestationszeitpunkt des Auftretens der Schwangerschaftsverluste
in Fgl2+/-xFgl2+/- Kreuzungen von Mausen

Darstellung des Mittelwertes und Standardfehlers des Mittelwertes der beobachteten
Anzahl von Implantationen pro Uterus in der N3 (Tag 13,5) und N10 (Tag 8,5 vs. 10,5
und 13,5) Generation.

Tabelle 12: Versuchszahlen mit Angabe der Zahl an Versuchtieren und

Implantationen

Versuchs- Anzahl der Anzahl der Anzahl an Anzahl erfolgreich

bezeichnung Versuchstiere Implantationen Resorptionen  genotypisierter
Embryonen

Tag 8,5 N10 8 91 8 66

Tag 10,5 N10 5 45 4 39

Tag 13,5 N10 8 70 5 61

Tag 13,5 N3 5 46 2 44

Nach der Genotypisierung war die Betrachtung der Verteilung der einzelnen

Genotypen moglich. Wie in Tabelle 13 ersichtlich, konnte ein selektiver Verlust

von Embryonen fur Tag 10,5 und 13,5 festgestellt werden. Weil sich die
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Ergebnisse der beiden Tage statistisch kaum voneinander unterschieden

wurden Tag 10,5 und 13,5 zusammengefal’t, um die Signifikanz zu erhéhen.

Tabelle 13: Defizit in der Anzahl an Fgl2-/- und Fgl2+/- Embryos in heterozygoten
Fgl2+/- Kreuzungen der N10 Generation

Gestationstag ® Genotyp Beobachtete Erwartete Anzahl
Anzahl der der Embryos
Embryos
b
8.5 ++ 13 13
+/- 45 26°
-/- 8 13°
b
10,5 +/+ 14 14
+/- 22 28°
/- 3 14°
b
13,5 ++ 19 19
+/- 30 38°
-/ 12 19°
+/+ 33 33°
13,5 +10,5
+/- 52 66°
-/- 15 33°

a) Daten fir die einzelnen Gestationstage von Fgl2 heterozygoten (Fgl2+/-)
Kreuzungen aus der N10 Generation, 10,5 + 13,5 reprasentiert zusammengefalite
Daten der beiden Gestationstage

b) Ausgehend von der Verteilung nach dem Mendelschen Gesetz +/+ : +/- : -/- = 1:2:1
wird +/+ als wahr angenommen und die erwarteten Werte fir +/- und -/- berechnet

Aus dem Vergleich in Tabelle 13 geht hervor, dal} die beobachtete Anzahl an
Fgl2+/- Embryonen an den Tagen 10,5 und 13,5 durchschnittlich um 21,2% und
die beobachtete Zahl der Fgl2-/- Embryonen um 57,7% niedriger war als nach
den Mendelschen Gesetzen erwartet. Im Vergleich von beobachtet zu erwartet,
waren die beobachteten Werte fir die Zusammenfassung von Tag 10,5 und

13,5 signifikant niedriger (P<0,0005; y2= 12,8), fur die einzelnen Betrachtungen
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tendenziell. Eine geringe Anzahl von Schwangerschaften der N3 Generation

wurden ebenfalls untersucht und das Ergebnis ist in Tabelle 14 abgebildet.

Tabelle 14: Defizit in der Anzahl an Fgl2-/- und +/- Embryos in heterozygoten

Fgl2+/- Kreuzungen der N3 Generation

Gestationstag® Genotyp Beobachtete Erwartete Anzahl der
Anzahl der Embryos
Embryos
b
13,5 ++ 16 16
+/- 19 32°
-/- 9 16°

a) Daten fur de einzelnen Gestationstage von Fgl2 heterozygoten Kreuzungen aus der
N3 Generation

b) Ausgehend von der Verteilung nach dem Mendelschen Gesetz +/+ : +/- : -/- = 1:2:1
wird +/+ als wahr angenommen und die erwarteten Werte fiir +/- und -/- berechnet

Das Experiment mit der N3 Generation (Tabelle 14) zeigt ebenfalls die Verluste
fur Fgl2+/- und Fgl2-/- Embryonen gegenuber den nach den Mendelschen
Gesetzen erwarten Werten. Sie betrugen 41% fir Fgl2+/- heterozygote

Embryonen und 44% fir die Fgl2-/- homozygote Embryonen.

Fir Tag 8,5 lag der N10 Generation (Tabelle 13) lag das Ergebnis fur die
beobachtete Anzahl an Fgl2+/- Embryonen signifikant Gber den Erwartungen mit
einem Uberschul® von 40,6% Fgl2+/- Embryonen. Ein Verlust von Fgl2-/- von
43,8% konnte zwar festgestellt werden, wurde aber als nicht der wahren
Verteilung entsprechend abgelehnt aus Griinden die in der Diskussion naher

erlautert sind.

61



Diskussion

6. Diskussion

6.1. Kritische Betrachtung der Analyse der Lymphozyten in Blut

und Plazenta

6.1.1. Einleitung

Unterschiede in der Verteilung der Immunzellen innerhalb der Plazenta im
Vergleich zum peripheren Blut oder Nabelschnurblut und damit in
Zusammenhang stehende spezielle Reaktionsmuster und Funktionen werden
schon seit langem untersucht. Die Zusammensetzung der Immunzellen scheint
den Erfolg bzw. Miflerfolg einer Schwangerschaft maRgeblich zu beeinflussen.
Basierend auf Erkenntnissen aus verschiedenen Arbeiten wurden in der
Reproduktionsimmunologie mit der Erweiterung des Wissens unterschiedliche
Modelle des immunologischen Verhaltnisses zwischen Mutter und Fetus
gepragt (Clark 2003, Clark 2004, Daya et al. 1985a, Daya et al. 1985b, Daya
und Clark 1986, Daya und Clark 1988, Lea et al. 1990, Lea und Clark 1991,
Sahoo et al. 2003, Coulam und Roussev 2002, Lim et al. 2000, Vassiliadou und
Bulmer 1996, Billington 1992, Bulmer et al. 1987, Chaouat et al. 2001, King et
al. 19964, King et al. 1996b, Loke und King 1997, Loke und King 2000a, Loke
und King 2000b, Verma et al. 1997, Bose 1989, Bose et al. 1989, Bose 1991,
Bose und Lacson 1995, Bulmer 1992, Lachapelle et al. 1996, Robertson et al.
1994, Tian et al. 1998, Todt et al. 1996, Vinatier und Monnier 1995).

Viele Untersucher betrachteten die Plazenta dabei als Ganzes oder
betrachteten die dezidualen Lymphozyten. J.M. Moore et al. (Moore et al. 1997)
kritisierten die Analyse von Immunzellen aus der gesamten Plazenta, da es
durch diese Technik zu einer Vermischung von maternalen und fetalen
Immunzellen komme. Andere Forschergruppen (Papadogiannakis et al. 1985a,
Shohat et al. 1986) brachten den Nachweis, dal® sich diese beiden Zellgruppen
gegenseitigen  beeinflussen, vor allem dall fetale Zellen einen
immunsupressiven Effekt auf maternale PBL haben. Daher ist damit zu
rechnen, dall die freie Vermischung der maternalen und fetalen Zellen bei

verschiedenen Methoden der Analyse der Zellpopulationen in der Plazenta das
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Untersuchungsergebnis verfalscht. J.M. Moore et al. stellten eine
Perfusionstechnik zur Gewinnung von maternalem Blut aus den Vvilldsen
Gefallen der Plazenta vor. In ihrer Untersuchung konnten sie nachweisen, daf}
es durch die Perfusion moglich ist, reines villdses (maternales) Blut zu
gewinnen und damit Untersuchungen an den Lymphozyten durchzuflhren
(Moore et al. 1997). Die Forschergruppe hatte jedoch nicht die
Zusammensetzung der Lymphozyten im perfundierten Gewebe untersucht. So
griffen wir die Methode auf, um villéses Blut auf die Zusammensetzung der
Lymphozyten zu untersuchen, sowie des Weiteren zum Vergleich auch das
gespulte Plazentagewebe, sowie ein ungesplilte Gewebeprobe der Plazenta zu
untersuchen. Wie im Ergebnisteil dargestellt, waren die
Lymphozytensubpopulationen in den verschiedenen analysierten Proben

unterschiedlich verteilt.

6.1.2. Diskussion der Ergebnisse fiir maternales und fetales Blut

Maternales und fetales Blut wurden von uns als Vergleichsparameter mitgefuhrt,
da deren Zusammensetzung bereits gut untersucht ist. Im Vergleich unserer
Untersuchungsergebnisse mit Referenzwerten aus der Literatur zeigte sich flr
die untersuchten Lymphozytenpopulationen in maternalem und fetalem Blut

eine weitgehende Ubereinstimmung mit den Quelldaten.

Fir CD3+ lagen die Angaben in der Literatur fir nicht schwangere gesunde
Frauen bei 74-76% (D'Arena et al. 1998, Santagostino et al. 1999). Fur
Schwangere war bei Kuhnert (Kuhnert et al. 1998) angegeben, dal die Werte
fir CD3+ im Vergleich zur Norm leicht erhdht sind. Somit liegt der von uns
ermittelte Wert von 77,16+2,43% im hochnormalen Bereich. Fir die CD4/CD8
Ratio wurde bei Kuhnert beschrieben, dald es keine Abweichungen zwischen
Proben von graviden und nicht graviden Frauen gabe (Kuhnert et al. 1998).
Referenzwerte des Verhaltnisses von CD4+ zu CD8+ lagen in der Literatur fur
gesunde Frauen bei 1,35-1,8 (Neubauer et al. 1989, Harris et al. 1992), der von
uns ermittelte Wert bei 1,77. Zhao et al. (Zhao et al. 2002) hatten in ihrer
Untersuchung von peripherem Blut Schwangerer vor Einsetzen der Wehen eine

CD4+:CD8+ Ratio von nahezu 1:1 gefunden. Wahrend die von ihnen bestimmte
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CD8+ Menge in etwa der von uns gefundenen entsprach, war CD4+ nur halb so
grof3 und CD3+ war ebenfalls ca. 20% niedriger. Hinsichtlich des Zeitpunktes
der Probengewinnung ist die Angabe bei Zhao et al. jedoch unprazise, so dal}
nicht klar ist, zu welchem Gestationszeitpunkt das Blut der Mitter untersucht
wurde. Insgesamt waren CD4+ und CD8+ Zellen im peripheren Blut
Schwangerer im Vergleich zu nicht Schwangeren (CD4+: 40-46,5% CD8+: 22-
28,5 (Lin et al. 2001, Santagostino et al. 1999)) leicht erhdéht, was auch bei
(Mikyas et al. 1997) beschrieben ist.

Fiar B-Zellen waren die Referenzwerte beim Oberflachenmarker CD19+ in der
Literatur mit 8,2-10,7% (Santagostino et al. 1999, Harris et al. 1992) etwas
héher als in unserer Untersuchung (6,60%). Allerdings waren die Werte bei
Santagostino und bei Harris im Gegensatz zu unseren im peripheren Blut nicht
schwangerer Frauen bestimmt worden. Fir CD20+ lagen die Angaben flr nicht
schwangere Frauen bei 8,7+3,37% (Bartha et al. 2000), fur Frauen post partum
bei 6+2,22% (Bartha et al. 2000) und damit niedriger als in unserer Studie
(9,9%). Eine Untersuchung von Graviden und Nongraviden von (Kuhnert et al.
1998) kam zu dem Ergebnis, da® es zwischen den beiden Gruppen keine

Unterschiede gabe.

Die NK-Zellpopulation untersuchten wir mittels einer Doppelfarbung fir die
Oberflachenmarker CD16 und CD56. In der Literatur waren die NK Zellen meist
als CD16+und/oder CD56+ abgebildet und die Werte bewegten sich zwischen
10,8-15,5% (D'Arena et al. 1998, Santagostino et al. 1999, Juretic et al. 2000),
unsere Werte lagen bei CD16+ 12,35%, CD16+CD56+ 10,35%. (Kuhnert et al.
1998) beschreiben flir Schwangere Frauen einen Wert der mit 19,3+£3,33%
hoher liegt als der fur Nichtschwangere. Kuhnert et al. (Kuhnert et al. 1998)
behaupten im Gegensatz dazu, dald die NK Zellen im peripheren Blut niedriger
sind als normal, jedoch erreichte der Vergleich keine statistische Signifikanz.
Bei allein CD56 positiven Zellen gab es keinen Unterschied zwischen
schwanger und nicht schwanger. Die Werte lagen zwischen 3-5,6% (Erbach et

al. 1993, Lin et al. 2001) wie auch der von uns ermittelte 3,08%.

Far CD25+ waren die Referenzwerte in der Literatur, die fir gesunde nicht
schwangere Frauen ermittelt worden waren mit 8,1+3,7% (Lin et al. 2001) héher
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als der von uns gefundene Wert von 4,19%. Kuhnert et al. (Kuhnert et al. 1998)
waren in ihrer Studie bei schwangeren Frauen ebenfalls zu einem niedrigeren
Wert im Vergleich zu nicht Schwangeren gekommen. Castilla et al. (Castilla et
al. 1989) beschreiben, dald der Anteil von CD16+ im zweiten Trimester abfallt

und diese Reduktion bis ins dritte Trimester und Pueperium erhalten bleibt.

Tabelle 15 =zeigt die Verteilung der Lymphozytensubpopulationen im
Nabelschnurblut der Neugeborenen im Vergleich zu Referenzwerten aus der
Literatur.

Tabelle 15: Vergleich der Verteilung der Lymphozyten im Nabelschnurblut mit

Werten aus der Literatur

Oberflichenmarker | Referenzwert Literatur Unsere
Studie
CD3+ 59-75% (D'Arena et al. 1998, Thilaganathan et | 71,05+3,98%
al. 1992)
CD4+ 28,8+11,5% (CD3+CD4+(Lin et al. 2001)) 54% | 52,71%
(Thilaganathan et al. 1992)
CD8+ 12,4-24% (Thilaganathan et al. 1992, Lin et al. 18,88%

2001, Zhao et al. 2002, Harris et al. 1992)

CD4 : CD8 Ratio 2,4-2,57% (Thilaganathan et al. 1992, Zhao et 2,79%
al. 2002, Harris et al. 1992)

CD19+ 7,3%; vermehrt im Vgl. zu MB (Motley et al. 9,87%
1996, Harris et al. 1992)
CD20+ NB hdher als Erwachsene (D'Arena et al. 12,16%
1998), hoher als MB (Motley et al. 1996)
NK CD16+ 12,0-23,8% (D'Arena et al. 1998, Kuhnert et 19,82%
al. 1998)
CD16+CD56+ | 4,8% (Juretic et al. 2000) 3,57%
CD56+ 0,6%0,5% (Lin et al. 2001) 5,05%
CD25+ 2,1%1,7% (Lin et al. 2001), niedriger als 4,18%

Erwachsene (D'Arena et al. 1998)
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Abweichungen zu unseren Ergebnissen zeigen sich nur fir CD4+ wo Lin et al.
(Lin et al. 2001) einen weit niedrigeren Wert fanden, wahrend Thilaganathan
(Thilaganathan et al. 1992) unser Ergebnis stitzt. Alle anderen Angaben
zeigten weitestgehend Ubereinstimmung. Abweichungen von ein bis zwei
Prozent schreiben wir den niedrigen Fallzahlen zu, durch die individuelle
Unterschiede bei den Untersuchten Proben eine hdhere Gewichtung

bekommen.

Die Verteilung der Lymphozyten in den mutterlichen und fetalen Proben zeigt,
dall diese Parameter weitestgehend den Referenzwerten in der Literatur
entsprechen und somit geeignet sind als Vergleichsparameter fir die

Plazentaproben.

6.1.3. Kritische Betrachtung der Resultate fiir villoses Blut und

Plazentagewebe

Villéses Blut sowie die Plazentaproben waren in der Literatur vergleichsweise
weniger gut vergleichbar beschrieben. Die in den beschriebenen Studien
verwendeten Methoden der Probengewinnung unterschieden sich zumeist von
unserer Methode, sowie in vielen Fallen auch der Gestationszeitpunkt zu dem
die Proben gewonnen worden waren. Viele der Studien waren dabei auf die
Analyse dezidualer Lymphozyten ausgerichtet. Wir hingegen untersuchten
villdses Blut, sowie die gespulte und ungespllte Plazenta auf die Verteilung der
Lymphozyten. Es ergaben sich dabei in den verschiedenen Proben
unterschiedliche Verteilungsmuster der Lymphozytenpopulationen, wobei sich
villéses Blut von den beiden Plazentaproben aber auch von maternalem und

fetalem Blut unterschied.

6.1.3.1. Betrachtung der T-Zellpopulationen

In der Analyse der CD3+ in villdsem Blut kann angenommen werden, dal} der in
J.M. Moore (Moore et al. 1997) angegebene Wert durchaus mit unseren
vergleichbar ist (61,29£10,79% vs. 71,1214,71%). Die angegebene Streubreite

der Werte bei J.M. Moore war in unserer Untersuchung ahnlich und bei nur 10
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untersuchten Proben ist diese Abweichung der Mittelwerte voneinander somit

erklarbar.

Fir den prozentualen Anteil CD3+ Lymphozyten in reifer Plazenta beschrieben
Roussev et al. (Roussev et al. 1993), dal® in gespulter und nicht gesplulter
Plazenta die Anteile gleich seien. In unserer Studie findet sich jedoch ein
signifikanter Unterschied im Vergleich der beiden Proben. Ebenso wie bei uns
war auch in ihrer Untersuchung (Roussev et al. 1993) festgestellt worden, daf
der Anteil von CD3+ geringer war als in maternalem und fetalem Blut (in unserer
Studie fur PnG tendenziell und fur PG signifikant). Der Unterschied zur
Untersuchung von Roussev et al. (Roussev et al. 1993) koénnte in der
verwendeten Technik bestehen. Bei Roussev et al. (Roussev et al. 1993) war
die gesplilte Plazenta mit eiskaltem PBS exzessiv gewaschen worden und dann
beide Gewebeproben (gespilt und nicht gespdlt) jeweils in einem Mixgerat
mechanisch zu zerkleinert und die Zellen mittels Ficoll isoliert worden. Dieses
Vorgehen beim Spulen der Plazenta entspricht der Vorbereitung der Plazenta
auf die Perfusion in unserer Untersuchung. Die Gleichheit zwischen den
gespulten und ungespllten Plazentaproben ist daher bei Roussev et al. sehr
wahrscheinlich.

In unserer Untersuchung war der Anteil CD3+ in den Blutproben (maternal,
fetal, villds) mit Werten von 71,05-77,16% ahnlich. In PG (52,56%) und PnG
(65,15%) war der Anteil niedriger als im peripheren Blut ersterer signifikant,
letzterer tendenziell. Des Weiteren war der Anteil in PG auch signifikant
niedriger als PnG. Diesen Sachverhalt fihren wir auf darauf zurlck, daf} im
ungespulten Plazentagewebe villdses Blut enthalten ist, in welchen der Anteil an

CD3+ Lymphozyten hoher ist, wie bereits dargestellt wurde.

Fir CD4+ stimmte der von uns gefundene Anteil in villésem Blut nicht mit dem
bei J.M. Moore (Moore et al. 1997) beschriebenen Uberein. Er lag in deren

Untersuchung nur bei reichlich der Halfte von unserem.

Mit der Arbeit von Roussev (Roussev et al. 1993) stimmten wir insofern Uberein,
dall in nicht gespllter Plazenta weniger CD4+ gefunden wurde als in

mutterlichem peripheren Blut, jedoch waren in der gespulten Plazenta in
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unserer Studie weniger CD4+ als in der nicht gespulten, was im Kontrast zur

Untersuchung von Roussev (Roussev et al. 1993) steht.

Der Prozentuale Anteil der CD8+ Lymphozyten an den Gesamtlymphozyten im
villdsen Blut ist in unserer Studie annahernd gleich dem Ergebnis bei J.M.
Moore (Moore et al. 1997).

Als eine Folge daraus ergibt sich fur die CD4:CD8 Ratio in unserer
Untersuchung ein wesentlich héherer Wert als bei J.M. Moore (1,85 vs.
1,28+0,61) (Moore et al. 1997). Der Anteil CD8+ Lymphozyten war in
mutterlichem und villdsem Blut sowie in den Plazentaproben gleich, nur im NB

war er niedriger.

Ebenso wie fir CD3+ und CD4+ hatten Roussev et al. (Roussev et al. 1993) flr
CD8+ gefunden, dald der Anteil in PnG gleich PG ist. Im Fall von CD8+ deckt
sich das mit unserem Ergebnis, allerdings fanden Roussev et al. (Roussev et al.
1993) den Anteil CD8+ hdher als in MB und NB, was bei uns nicht der Fall war.

Andere Untersucher hatten vor allem unreife Plazenten untersucht und dabei fur
CD3+ niedrigere Werte (Anteil an CD3+ an allen Zellen 10-30 % je nach Quelle)
gefunden, als wir zum Zeitpunkt der Geburt, z.B.: Loke et al. (King et al. 19963,
Loke und King 2000b, Loke und King 1997) und andere (Arck et al. 2000,
Starkey et al. 1988, Haynes et al. 1995, Nagaeva et al. 2002).

Der prozentuale Anteil der CD4+ und CD8+ Lymphozyten an den
Gesamtlymphozyten verhielt sich ahnlich wie der der CD3+. In der Literatur
waren fur diese beiden Oberflachenmarker fur die FrGihschwangerschaft weitaus
niedrigere Werte angegeben als fur reife Plazenta (Loke und King 2000a, Loke
und King 2000b, Loke et al. 1999, Loke und King 1996, Arck et al. 2000, Tian et
al. 1998, Starkey et al. 1988, Haynes et al. 1995, Nagaeva et al. 2002).
Zimmermann (Zimmermann 2004) hatte aber dartber hinaus gefunden, dal} es
in der CD8+ Population eine CD3 negative (CD3-) Fraktion gibt. Da in unserer
Untersuchung keine CD8CD3 Doppelfarbung durchgefihrt wurde bleibt es

offen, ob es auch im villdsen Blut eine solche Zellpopulation gibt.

Die CD4:CD8 Ratio war fir die untersuchten Plazentakompartimente sehr

unterschiedlich mit 0,95 fur gespllte Plazenta, 1,37 fur nicht gespulte und 1,85
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fur villdses Blut. Davon ausgehend, dal die meisten Untersucher Plazenta als
ganzes untersuchten, ist der Wert von 1,37 vergleichbar dem von Zimmermann
Wert von 1,4 fir das Verhaltnis (Zimmermann 2004) beschriebenen und auch
ahnlich niedrig bei anderen Autoren in der Frihschwangerschaft (Loke et al.
1995, Haynes et al. 1995) sowie in der reifen Plazenta (Markert et al. 1997). Die
Ratio folgt im Wesentlichen der Verteilung der CD4+. NB bildet dabei die
Ausnahme, da hier prozentual weniger CD8+ vorhanden sind und somit die

Ratio mit 2,79 den hochsten Wert annimmt.

Eine niedrigere CD4:CD8-Ratio als im Blut Nichtschwangerer scheint
Ausflhrungen von Malinowski (Malinowski et al. 1992) und Markert (Markert et
al. 1997) zufolge auch fir das periphere Blut Schwangerer zuzutreffen, dies
bestatigte sich in unserer Untersuchung nicht. Wir fanden, wie Coulam (Coulam
et al. 1983), dal} Schwangerschaft den prozentualen Anteil von T-Zellen im

peripheren Blut nicht wesentlich beeinfluf3t.

6.1.3.2. Diskussion der Ergebnisse fiir naturliche Killerzellen

Zimmermann (Zimmermann 2004) fand in ihrer Untersuchung der reifen
Plazenta einen Anteil von ca. 13% CD56+ NK Zellen und 10% fur CD16+. Sie
fuhrten jedoch keine Doppelfarbung dieser Population durch, wodurch es in
ihrer  Untersuchung unbestimmt blieb, welchen Teil CD56+CD16+
doppeltpositive Zellen ausmachen. Unsere Ergebnisse sind noch einmal in
Tabelle 16 veranschaulicht.

Tabelle 16: Verteilung der CD16+ und/oder CD56+ Lymphozyten

Marker MB NB PG PnG VB
CD16+CD56- in % 12,12 16,25 41,52 24,49 23,04
CD16+CD56+ in % 10,35 3,57 12,41 7,87 4,91
CD56+CD16- in % 3,08 1,48 11,19 6,12 4,86

NK-Zellen (CD16+ u./o. CD56+) in % 25,55 21,30 65,12 38,48 32,81

Roussev et al. (Roussev et al. 1993) fanden, dall NK-Zell-Marker wie CD16,
CD56, und CD57 zeigten, dal® dieser Zelltyp in der reifen Plazenta (fur PG und

PnG gleich) etwa funfzehnmal hoher vertreten war als in maternalem oder
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fetalem Blut. lhre Isolationsmethode war jedoch von unserer verschieden, da sie
statt Perfusion eine Waschung mit kaltem PBS vornahmen, des weiteren sind
keine Angaben verfluigbar, ob CD16 und CD56 einzeln oder als Doppelfarbung
bestimmt worden waren. Auch unsere Untersuchung fand einen hdheren Anteil
CD56 u./o. CD16 positiver in der Plazenta im Vergleich zu MB und NB, jedoch
nicht funfzehnmal Roussev (Roussev et al. 1993) hdher sondern nur bis zu

viermal.

In der Frihschwangerschaft schien vielen Autoren zufolge die dominierende
Zellpopulation in der Plazenta die der NK-Zellen zu sein (CD56+CD3-CD16-)
mit Anteilen bis zu 80% (Haynes et al. 1995, Arck et al. 2000, Tian et al. 1998,
Ozenci et al. 2001, King et al. 1996a, Nagaeva et al. 2002).

Es wurde jedoch ebenfalls beschrieben, dafl} die Menge der NK Zellen mit dem
Verlauf der Schwangerschaft abfallt. So fand Erbach (Erbach et al. 1993) zum
mittleren Gestationsalter in der 18.-24. SSW CD16+ in maternalem Blut und
Plazenta gleich verteilt, wahrend das Verhaltnis der CD56+ Lymphozyten an
den Gesamtlymphozyten in der Plazenta weit hdher war als im peripheren Blut
(17% vs. 3%). Bei CD56+ Zellen wird auflerem zwischen CD56 ,bright* und
CD56 ,dim“ unterschieden (Koopman et al. 2003). CD56 ,bright* kommen vor
allem in der Plazenta vor wahrend CD56 ,dim“ im peripheren Blut dominieren
(Koopman et al. 2003). In unserer Untersuchung wurde keine Unterscheidung

der beiden Untergruppen von CD56+ durchgefuhrt.

Es stellt sich dar, dal3 in unserer Untersuchung der Wert fur CD16+(CD56-)
Lymphozyten in der Plazenta weitaus hoher ist als von Zimmermann (10%)
beschrieben (Zimmermann 2004), wo er bei 10% lag. Das Maximum an CD16+
hatte Zimmermann in der Chorionplatte gefunden. Es bleibt anzumerken daf}
sich in der CD16+ Zellfraktion neben NK Zellen auch andere aktivierte

Lymphozyten verbergen kdnnen.

6.1.3.3. Diskussion der Resultate fiir B-Zellen

Die Analyse der B-Zellen im villésen Blut hatten J.M. Moore et al. (Moore et al.
1997), die als Oberflachenmarker einen Anti-CD19-AK verwendeten, im Mittel

einen héheren prozentualen Anteil erhoben als unsere Studie (18,36% vs.
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10,43%). Der Wert, den wir mittels CD20 ermittelt hatten, lag mit 22,02%
wesentlich naher bei dem von J.M. Moore et al. (Moore et al. 1997).
Zimmermann (Zimmermann 2004) hatte in der reifen Plazenta einen Anteil von
6-9% CD19+ B-Zellen gefunden, mit einer Anreicherung der Zellen in der
maternalen Seite der Plazenta. Im Gegensatz dazu scheint der Anteil der B-
Zellen in der Frihschwangerschaft weitaus geringer zu sein mit unter 5%
(Mincheva-Nilsson et al. 1994, Nagaeva et al. 2002).

Erbach et al. (Erbach et al. 1993) hatten zum Zeitpunkt der 18.-24. SSW fur
CD19 und CD20 in Plazenta und peripherem Blut vergleichbare prozentuale

Anteile gefunden.

Zimmermann (Zimmermann 2004) hatte fur B-Zellen in der Plazenta einen den
T-Lymphozyten  gegenlaufigen  Verteilungsmodus  der  untersuchten
Kompartimente beschrieben. Durchschnittlich war der Wert fur CD19+ bei ihrer

Untersuchung mit 6-9% angegeben.

Des Weiteren untersuchten wir den Marker CD138, welcher auf Plasmazellen,
einer reifen B-Zellform, exprimiert wird und nur schwach auf Pre-B-Zellen
vertreten ist. Der prozentuale Anteil zeigte erwartungsgemaly im peripheren
mutterlichen Blut und im Nabelschnurblut Werte nahe null. Beim Gesunden sind
CD138 positive Zellen nicht im peripheren Blut vorhanden. In der Plazenta
jedoch waren CD138+ Plasmazellen vertreten. Der héchste Anteil fand sich mit
8,48% in gespllten Plazentagewebe, der niedrigste mit 4,86% im villdsen Blut.
Der in nicht gespulter Plazenta gefundene Wert korrelierte mit 5,25% am
ehesten mit dem im villdsen Blut gefundenen. Das Ergebnis deutet darauf hin,
dald B-Zellen in der Plazenta lokal aktiviert werden. Auch Zimmermann hatte
einen erhohten Anteil aktivierter B-Lymphozyten in der Plazenta vermutet,

jedoch nicht genauer bestimmt.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dal} B-Zellen in der Plazenta spezielle,
asymmetrische und damit inkomplette, Antikbérper mit blockierenden
Eigenschaften produzieren kénnen (Jalali et al. 1995, Canellada et al. 2002). Es
wird vermutet, dal diese Antikérper immunsupressive Eigenschaften besitzen
(Jalali et al. 1995, Canellada et al. 2002).
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6.1.3.4. Kritische Betrachtung der Ergebnisse fiir Monozyten

Makrophagen entstehen aus Monozyten, wenn diese aus dem Blut in Gewebe
ubertreten und sich dort ansiedeln. Monozyten und Makrophagen, welche
zumeist Uber das Oberflachenantigen CD14 bestimmt werden sind in der
Dezidua basalis und parietalis wahrend der Schwangerschaft anwesend
(Bulmer et al. 1988). Sie sind bereits in der Frihschwangerschaft mit etwa 6%-
22% in der Plazenta vertreten (King et al. 1996a, Ozenci et al. 2001, Nagaeva
et al. 2002). In reifer ungespulter Plazenta wurden von Vince et al. 18%
Makrophagen gefunden (Vince et al. 1990), wahrend Zimmermann 1,6%
beschrieben hatte (Zimmermann 2004). Wir hatten in der gespllten Plazenta
mit 17,42% einen Wert ahnlich dem von Vince et al. beschriebenen gefunden.
In der ungespulten Plazenta und dem villdsen Blut lagen die Werte nah
beieinander mit 6,38% und 6,81%. Die Vermutung ist daher, dal} die Monozyten

zum uberwiegenden Teil im Plazentagewebe angesiedelt sind.

Es wird vermutet, dal} Makrophagen eine herausragende Rolle in der Kontrolle
der Trophoblastinvasion spielen (Bulmer 1992). Der EinfluR von HLA-G und
sHLA-G auf die immunologischen Vorgange in der Plazenta, der Gegenstand
neuerer Untersuchungen ist, ist ebenfalls eng mit Makrophagen assoziiert. So
wird vermutet, dall sHLA-G von aktivierten Makrophagen in der Plazenta
produziert wird (Chu et al. 1998). Des Weiteren sollen Makrophagen in der
Plazenta eine enge Beziehung zu den Trophoblasten haben, wobei die
Expression von MHC Klasse |l Molekilen und CD11c eine immunologische

Funktion an der fetomaternalen Grenzflache nahe legen (Bulmer et al. 1988).

Mues et al. haben unterschiedliche Phanotypen von Makrophagen in der reifen
Plazenta untersucht und gefunden, da® ein antiinflammatorischer Typ
vorherrschend ist (Mues et al. 1989). Ebenso wie Bulmer et al. hatten sie den
Makrophagen sogar eine immunsuppressive Funktion zugeschrieben (Mues et
al. 1989, Bulmer et al. 1988).

6.1.3.5. Diskussion der Aktivierungsmarker CD25, CD69, CD95, CD54

Ein weiteres ausschlaggebendes Charakteristikum der Immunzellen in der

Plazenta ist neben der Verteilung der einzelnen Typen der Aktivierungszustand
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der Zellen. Wir haben diesen Zustand mit den Markern CD25, CD69, CD54 und
CD95 untersucht (Markert et al. 2000). Chaouat hatte postuliert, daf
CD95/CD95-Antigen bzw. Fas/Fas-Ligand Interaktionen entscheidend fir die
Immunregulation der Plazenta sind und somit zum Erfolg der Schwangerschaft
beitragen (Chaouat et al. 1999). Sie fanden aber auch, dal} sie nicht
obligatorisch fir den Erfolg der allogeneischen Schwangerschaft sind (Chaouat
und Clark 2001). Es wird diskutiert, da® dabei noch andere Mechanismen
involviert sind. Fas-Ligand kann die Apoptose bei CD95/Fas positiven Zellen
einleiten. Fas-Ligand wurde von Zorzi et al. in der Plazenta unter anderem auf
Trophoblasten und fetalen Zellen nachgewiesen (Zorzi et al. 1998). CD95 war in
unserer Untersuchung zu nahezu gleichen prozentualen Anteilen in allen
Plazentaproben gefunden worden 25,42-29,38%. Sehr hoch war der Anteil
CD95% Zellen im mutterlichen Blut mit 34% gefunden worden. Dies war bereits
von Reinhard et al. beschrieben worden (Reinhard et al. 1998). Im fetalen Blut
hingegen war CD95 mit knapp 5% nur sehr schwach exprimiert, was auf die

funktionelle Unreife dieser Zellen hindeuten konnte.

CD54 bzw. ICAM-1 war in der gespulten Plazenta mit einem prozentualen Anteil
von 22,41% positiven Zellen am hochsten, Uberstieg die Anteile in den beiden
anderen Plazentaproben jedoch nur tendenziell. Wesentlich niedriger waren die
Anteile an CD54+ Zellen in den Blutproben. Diese Verteilung deutet ebenfalls
auf eine lokale Aktivierung der Lymphozyten in der Plazenta hin. CD54/ICAM-1
ist ein induzierbares Glykoprotein welches flur die Adhasion, Aktivierung und
Transmikration von zirkulierenden Leukozyten durch das vaskulare Endothel
verantwortlich ist (Everett et al. 1994). AuRerdem wurde ICAM-1 eine Rolle bei

der Auslésung von Wehentatigkeit zugeschrieben (Steinborn et al. 1999).

Ein weiteres Indiz fur die lokale Aktivierung der Plazentalymphozyten zeigte die
Verteilung der CD69 positiven Lymphozyten. Eine im Vergleich zu peripherem
Blut hohe Expression von CD69, einem friher Aktivierungsmarker, im
ungespulten Plazentagewebe wurde von Abdina-Molina et al. beschrieben
(Abadia-Molina et al. 1996). In unserer Studie war CD69 im gespllten Gewebe
etwa doppelt so stark vertreten wie im ungespulten. Im villdsen Blut verhielt sich

der prozentuale Anteil, wie in ungespulter Plazenta und wie im mutterlichen

73



Diskussion

peripheren Blut. Verschiede Forschergruppen stellten eine hohe Expression
von CD69 im Plazentagewebe bereits in der Frihschwangerschaft fest (Saito et
al. 1992, Slukvin et al. 1993). Dies ist ein weiterer Hinweis auf die lokale

Aktivierung von Lymphozyten in der Plazenta.

Der Oberflachenmarker CD25 ist die Alpha-Kette des IL-2-Rezeptors und wird
auf aktivierten B- und T-Zellen, Monozyten und Makrophagen exprimiert. In
unserer Untersuchung fanden sich in der den beiden Blutproben und den
beiden Gewebeproben etwa die gleichen Prozentualen Anteile von ca. 4%
CD25+ Zellen. In villdésem Blut war der Anteil CD25+ jedoch um das 4fache
héher als in den anderen Proben. Matthiesen et al. fanden im peripheren Blut
schwangerer Frauen verminderte Expression von CD25+ (Matthiesen et al.
1996). Dies bestatigte sich in unserer Untersuchung, denn der von uns
gefundene prozentuale Anteil in Mutterlichem Blut lag auf einem niedrigeren

Niveau als normal.

Durch den IL-2-Rezeptor wird die Aktivierung und Proliferation von T-
Lymphozyten reguliert (vor allem bei der Th1-Antwort). Der IL-2-Rezeptor
besteht aus 3 Untereinheiten, den a- (55kDa), B- (75kDa) und y- (64kDa)
Ketten. Die hochste Affinitat besitzt der Rezeptor IL-2R bestehend aus allen 3
Ketten. IL-2Ra bindet IL-2 nur mit geringer Affinitat, ist aber unfahig das Signal
allein zu transduzieren. Der Anteil von CD25+ Zellen variiert abhangig von
verwendeten Fluochromen und DurchfluBzytometern (Perola et al. 2000). Ein
Teil der CD25+ Zellen, namlich die CD4+CD25+ doppelpositiven Zellen werden
als regulatorische T-Zellen bezeichnet. Es wird vermutet, dal} sie Toleranz
induzieren (Field et al. 2001, Han et al. 1995). CD4+CD25+ regulatorische T-
Zellen sind durch die Prasens von CD152 (Sasaki et al. 2004) und Verminderte
Expression von CD28 und CD86 (Zhu et al. 2005) charakterisiert.

In weiteren Quellen war die erhdhte Expression anderer Aktivierungsmarker im
Plazentagewebe zu unterschiedlichen Gestationszeitpunkten beschrieben, so
z.B. CD38, CD71 und HLA DR (Abadia-Molina et al. 1996, Geiselhart et al.
1995, Slukvin et al. 1993), die auf T-Zellen exprimiert werden.
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Insgesamt legt die Analyse der Aktivierungsmarker in der Plazenta nahe, daf
die Lymphozyten in der Plazenta und dort besonders stark im Gewebe lokal
aktiviert werden. Verantwortlich daflir sind vermutlich lokale Immunmediatoren,
die von Zellen der Plazenta z.B. von Trophoblastzellen gebildet werden bzw.

auch durch fetale Antigene angeregt werden.

Fiar Nabelschnurblut war in der Literatur zahlreich die funktionelle und
phanotypische Unreife der Lymphozyten ausgefuhrt, die sich in der Analyse der
Aktivierungsmarker in unserer Untersuchung bestatigte (Zola et al. 1996,
D'Arena et al. 1998, Harris et al. 1992, Zola et al. 1995).

6.1.4. Ausfiihrungen zu Techniken und Methoden

Die durchfluBzytometrische Analyse von Lymphozyten aus Blut oder Geweben
ist eine weitverbreitete und mit einem vertretbaren Arbeitsaufwand verbundene
Methode um die Lymphozytenpopulationen genauer zu untersuchen. Die
Moglichkeit, mehrere Marker gleichzeitig auf der Zelloberflache bestimmen zu
kdénnen, hat in vielen Bereichen der Forschung dazu beigetragen neue
Erkenntnisse Uber Funktion und Aktivierung und Verteilung von Zellen zu
erlangen (Mansour et al. 1990). Gleichzeitig ist es moglich die Lymphozyten flr

funktionelle Analysen zu isolieren und zu kultivieren.

In der Literatur finden sich verschiedene Hinweise, die den Einflu der
Isolationsmethoden fur die Gewinnung der zu untersuchenden Zellen auf das

Endergebnis verdeutlichen.

Nagaeva et al. (Nagaeva et al. 2002) als auch De Paoli et al. (De Paoli et al.
1984) haben den Einflu der Isolationsmethode auf Untersuchungsergebnisse
bei Verwendung von Ficoll und Percoll untersucht. Sie zeigten, dal} bei
Verwendung von Ficoll ein Verlust von CD8+ Zellen auftritt. Percoll scheint
keine derartigen Verluste zu verursachen. In unserer Studie wurde Ficoll als
Isolationsmedium verwendet, ebenso wie in den meisten anderen zitierten
Studien, da es sich um ein seit Jahren international akzeptiertes
Standardprodukt ist. Wir gehen daher davon aus, daf} ein eventuell durch Ficoll
verursachter Fehler ebenfalls in der Literatur vertreten ist, die zur Planung des

Experiments herangezogen wurde. Wir kénnen daher davon ausgehen, dal} die
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Vergleichbarkeit unserer Ergebnisse mit denen aus der Literatur gegeben ist.
Fir die Planung weiterer Experimente in unserem Labor sollte jedoch die

Verwendung von Percoll anstelle von Ficoll in Betracht gezogen werden.

Andere Autoren schlagen die Verwendung von Vollblut anstelle isolierter
Lymphozyten vor, da sie Verluste in B- und T-Zellpopulationen in isolierten
Lymphozyten fanden (Kutvirt et al. 1993, Neubauer et al. 1989, De Paoli et al.
1984, Romeu et al. 1992, Mansour et al. 1990). Da in unserer Untersuchung
Gewebe analysiert wurde, war es notwendig Lymphozyten von Gewebszellen
und Debris zu isolieren. Es ist in der Literatur beschrieben, dal} die Anwesenheit
von Zelldebris und toten Zellen im Analysat die durchfluBzytometrische Analyse
erschweren kann. Deshalb wurden die Lymphozyten zur Vereinheitlichung und
Vergleichbarkeit der Proben immer mit Ficoll isoliert. Verluste, falls vorhanden,
sollten in allen Proben gleichermallen vertreten sein und die Vergleichbarkeit

sollte somit gegeben sein.

Des weiteren gibt es Hinweise in der Literatur, dall zur Zellisolierung
verwendete Enzyme EinfluR auf Oberflachenantigene haben kdnnten (Ritson
und Bulmer 1987). Eine im Vorfeld der Untersuchung durchgefiihrte Inkubation
von peripherem Blut mit dem von uns verwendetem Enzym zur Zellisolierung
zeigte keinen Unterschied zwischen nativer Blutprobe und mit Enzym versetzter

Blutprobe.

Weitere  Angaben in der Literatur weisen darauf  hin, dai}
Untersuchungsergebnisse abhangig sind von verwendeten Antikdrpern und
Melgerat.

Die Ausflihrungen zu den von uns verwendeten Techniken und Methoden zeigt,
dald Unterschiede zu anderen zitierten Studien vielfaltige Ursachen haben
kdnnen. Es gab nahezu keine Studie, die exakt die gleichen Enzyme,
Isolationsmethoden, Gerate und Antikérper verwendete. Dennoch scheint der
Vergleich mit diesen Studien angemessen, da die postulierten Abweichungen

durch verschiedene Methoden in der Regel sehr gering ausfielen.

Ein weiterer Unterschied, der beim Vergleich mit Angaben anderer Forscher

eine Rolle spielen kann, ist der ethnische Hintergrund der untersuchten
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Population. In der Studie von Moore et al. (Moore et al. 1997) waren die Proben
von Schwarzafrikanern gewonnen worden. Hall et al. (Hall et al. 2000) wie auch
andere Forscher (Motley et al. 1996) fanden, dall genetische Faktoren
entscheidenden Einfluld auf Unterschiede in der Verteilung der peripheren
Lymphozyten haben. Ob diese Unterschiede ebenfalls auf der Ebene der
fetomaternalen Grenzflache vertreten sind bleibt offen. In unserer Untersuchung
war Material von Muttern und Feten mit kaukasischem ethnischem Hintergrund
verwendet worden. Dieser Unterschied in der ethnischen Herkunft im Vergleich
zu Moore konnte fur gefundene Unterschiede zu dieser Studie mitverantwortlich
sein. Ein weiterer Grund fur Abweichungen unserer Ergebnisse zu denen in der
Literatur sind die relativ niedrigen Fallzahlen. Individuelle Unterschiede in den
einzelnen Proben erlangen dadurch eine hohere Gewichtung. Sowohl bei uns

als auch in der Literatur sind die Fallzahlen meist ahnlich gering.

6.1.5. Zusammenfassung zu den durchfluBzytometrischen

Untersuchungen an der Plazenta des Menschen

Bei der Betrachtung der Plazentakompartimente kénnte man davon ausgehen,
dald sich die nicht gespulte Plazenta aus villdsem maternalen Blut und dem
geweblichen Teil (gespulte Plazenta) und fetalem Blut zusammensetzt.
Anhaltspunkt fir diese Feststellung ist die Tatsache, dall MelRwerte der
ungespulten Plazenta in den meisten Fallen eine Mittelstellung zwischen
villdésem Blut und gespulter Plazenta einnehmen. Zwischen villdésem Blut und
maternalem peripherem Blut gibt es sowohl Gemeinsamkeiten als auch
Unterschiede, die auf eine lokale Aktivierung der Lymphozyten an der
fetomaternalen Grenzflache hindeuten. Dieses spezielle lokale
Aktivierungsmuster konnte eine Rolle in der Erhaltung der Schwangerschaft und

der Integritat der fetomaternalen Grenzflache spielen.

Die Zusammensetzung der Lymphozytensubpopulationen wahrend der
Schwangerschaft ist erheblichen Veranderungen unterworfen. Die Literatur
beschreibt einen Anstieg der CD3+ T-Lymphozyten und eine Abfall der CD56+
NK-Zellen im Verlauf der Schwangerschaft (Vargas et al. 1993, Castilla et al.
1989, Kruse et al. 2002). Ahnliche Beobachtungen gelten ebenfalls fiir das
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periphere Blut schwangerer Frauen, wie bei Watanabe (Watanabe et al. 1997)
und Kuhnert (Kuhnert et al. 1998) beschrieben. Diese Hinweise zeigen, daf}
wahrend der Schwangerschaft permanent Anpassungsreaktionen des
Immunsystems stattfinden, die nicht nur auf die fetomaternale Grenzflache

beschrankt sind, sondern den gesamten Organismus der Frau betreffen.

Der CD4:CD8-Ratio wird eine bedeutende Rolle in der Erhaltung der
Schwangerschaft zugeschrieben und es gibt Beobachtungen, dal} eine
Verschiebung des Verhaltnisses mit Aborten in Verbindung gebracht werden
kann (Lachapelle et al. 1996, Bartha et al. 2000).

Heute gilt als sicher, dal® eine ausgepragte Verschiebung des dezidualen
Zellgefuges respektive des Verhaltnisses CD3+/CD8+ Zellen zu CD56+ Zellen
zu jedem Zeitpunkt der Schwangerschaft fatale Folgen bis hin zum Abort haben

kann.

Eine genaue Kenntnis der Zusammensetzung der Lymphozytenpopulationen in
der komplikationslosen Schwangerschaft kann den Weg zur Untersuchung

pathologischer Schwangerschaften bereiten.

Mit Hilfe der Perfusionsmethode ist es mdglich Deziduagewebe effektiv von Blut
zu reinigen. Die Zellen im villdsen Blut unterscheiden sich von denen im
Plazentagewebe, maternalen Blut und Nabelschnurblut. Die Methode ermoglicht
die Isolation lebender Lymphozyten in grofler Zahl aus verschieden
Plazentakompartimenten, welche fur weitere Analysen sowohl phanotypischer
als auch funktioneller Natur zur Verfigung stehen. Da die Plazenta
normalerweise nach der Geburt verworfen wird, ist sie ein ideales Medium flr
immunologische Untersuchungen ohne das Risiko der direkten Beteiligung von

Patientinnen.

6.1.6. Zukunftsorientierte Anwendungen

Unsere Studie hat auf die Analyse der Lymphozytenpopulationen in der
Plazenta abgezielt. Wir verwendeten eine breite Palette von Antikorpern, um
diese Zellen zu charakterisieren. Dennoch ist die Analyse nicht komplett und es

sollten genauere Untersuchungen von Subpopulationen mit differenzierten
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Markern erfolgen. Die Verwendung zusatzlicher Techniken wie MACS kénnte

dabei behilflich sein.

So hatte Zimmermann (Zimmermann 2004) gefunden, dal® es in der CD8+
Population eine CD3- Fraktion gibt. Da in unserer Untersuchung keine
CD8/CD3 Doppelfarbung durchgefiihrt wurde bleibt es offen, ob es auch im
villdsen Blut eine derartige Zellpopulation gibt und nicht nur im Plazentagewebe.
Auch eine differenziertere Analyse der NK-Zellen kdnnte weitere interessante
Aufschlusse Uber Aktivierung und Funktion dieser Zellen in der Plazenta

bringen.

Ein weiterer gedanklicher Ansatz ist die immunhistochemische Farbung von
Geweben fur besonders interessante Zellpopulationen, um diese genauer in der
Plazenta zu lokalisieren. Vorstellbar ist ebenfalls die Durchfihrung der
Perfusion mit Farbstoff. Dies hatte, wenn der Farbstoff die Gefalwande
respektiert, den Vorteil, da® beschadigte Teile der Plazenta leichter erkennbar
wurden. Zum anderen konnte man das Gewebe histologisch aufarbeiten um
Zellen zu detektieren, die in Fibrin eingeschlossen sind oder an GefalRwanden

haften und somit unter Umstanden nicht durch die Perfusion freigesetzt werden.

Zimmermann hatte Plazentagewebe in Schichten unterteilt (Zimmermann 2004).
Durch die Anfarbung des miuitterlichen Gewebes mittels der Perfusion, kénnten
diese Schichten noch genauer detektiert werden als makroskopisch strukturell

wie es bei Zimmermann beschrieben und durchgefiihrt worden war.

Nicht zuletzt kénnen die Ergebnisse der Arbeit als Referenzwerte fir die
Untersuchung pathologischer Plazenten herangezogen werden. Es gibt bereits
Hinweise, dall Veranderungen im immunologischen Gefiige der Plazenta eine
Rolle in der Entwicklung der Eklampsie, frihzeitiger Wehentatigkeit, geringem
Geburtsgewicht, intrauteriner Wachstumsretardierung und anderen Problemen
spielen. Mit der von uns verwendeten Methode lie3en sich auch Plazenten aus
solchen Schwangerschaften untersuchen. Dies ware ein Schritt auf dem Weg
hin zur Entschlisselung des pathologischen Geschehens im Hintergrund dieser
Schwangerschaften. Mit dem Verstandnis des Prozesses kdnnte dann des

weiteren auch die Therapie angepaldt werden.
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6.2. Studien zur Rolle von Fgl2 in der Schwangerschaft am

Mausmodell

6.2.1. Kritische Betrachtung der Ergebnisse der immunhistochemischen

Farbung

Wie im Ergebnisteil dargestellt, gab es zu verschiedenen Zeitpunkten der
Schwangerschaft im CBA/JxDBA/2 Mausmodell unterschiedliche Fgl2
Expressionsmuster. Wir schlullfolgern, dal® Fgl2 in einer Vielzahl von
embryonalen Geweben, eingeschlossen Trophoblasten auftritt. Uberdies fanden
wir eine auffallende Hochregulation von Fgl2 in der maternalen Dezidua beim
Kontakt mit dem Embryo wahrend der frihen Implantationsphase. Eine
Abgrenzung der Fgl2+ Dezidua von Fgl2+ Trophoblasten beginnt am Tag 7,5 in
dem beobachteten CBA/JxDBA/2 Mausmodell.

Die Kinetik der Expression von Fgl2 Protein in maternalem und embryonalen
Geweben in einer Gruppe von CBA/JXDBA/2 gepaarten Mausen mit niedriger
Abortrate, indiziert, da Fgl2 eine physiologische Rolle sowohl in der Frih- als

auch in der Spatschwangerschaft spielen kann.

Fgl2-mRNA-Expression in Trophoblasten und maternaler Dezidua ab dem
Gestationstag 8,5 ist fur die hohen Spontanabortraten im CBA/JXxDBA/2 Modell
erforderlich. Der direkte Kontakt zwischen Fgl2+ Trophoblasten und Dezidua ist
in die Auslésung der Resorptionen verwickelt (Clark et al. 2001b). Die Abortrate
der Mause, die in Abb. 13 bis 16 studiert wurden, war nur 6%. Diese niedrige
Rate wird der Abwesenheit von ,gefahrsignalisierenden“ Stoffen wie z.B.
bakteriellem LPS zugeschrieben (Clark et al. 1993). Das Vorhandensein solcher
Faktoren kann in Mauskolonien stark variieren (Clark et al. 2003). Die
Anwesenheit von LPS stimuliert die lokale Ausschittung von abortogenen
Zytokinen INF-y und TNF-a, welche gemeinsam mit dem LPS Signal die
Expression des Toleranz induzierenden CD200 (Ox-2) herunterregulieren (Clark

et al. 2001a). Dieser Vorgang ist obligatorisch dafur, dald Fgl2 den Verlust des
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Embryos einleiten kann, wie Experimente nach Injektion von LPS wahrend der

Schwangerschaft von Mausen zeigen (Clark et al. 2001b).

6.2.2. Diskussion der Ergebnisse der Genotypisierung

Unsere Schwangerschaftsverluststudie fluhrt mit kleineren Fallzahlen eine
bereits vorausgegangene Untersuchung fort (Clark et al. 2004). Besonders die
Ergebnisse der WurfgréRen und Verluste von Embryonen zu den einzelnen
Zeitpunkten in unserer Studie kommt der Verteilung der vorherigen Studie sehr
nahe. Abweichungen lassen sich dabei hinreichend durch die deutlich kleineren
Fallzahlen und die damit hdhere Gewichtung von Ausrei’ern erklaren. In der
Untersuchung der N10 Generation fiel die Anzahl der Implantationen von Tag
8,5 hin zu Tag 13,5 in ahnlicher Art und Weise ab wie in der zuvor

durchgefiihrten Untersuchung der N3 Generationen.

Das Hauptinteresse galt aber der Verteilung der Genotypen von Fgl2. Fir die
Gestationstage 13,5 und 10,5 lag wie erwartet ein Verlust von Fgl2+/- und von
Fgl2-/- Embryonen mit ahnlichen Werten wie bereits friher publiziert (Clark et
al. 2004) vor. Aus unserem Ergebnis, wie auch aus dem Ergebnis der
vorausgegangenen Studie, kann geschlul3folgert werden, dal® der Verlust der
Embryonen in Kreuzungen von Fgl2+/- Mausen der N3 und N10 Generation vor
Tag 10,5 auf auftritt. Um dies genauer zu untersuchen wurden Embryonen des

Gestationstages 8,5 genotypisiert.

Wir hatten fir dieses Gestationsalter (Tag 8,5) eine Verteilung vermutet, die
annahernd der Mendelschen Verteilung entspricht, da aufgrund der grél3eren
Anzahl von Implantationen angenommen wurde, dal} die Resorption der
Embryonen noch nicht stattgefunden hatte. Statt dessen lag der Wert fir Fgl2+/-
weit Uber den Erwartungen. Wir flihrten dies auf eine Kontamination des
analysierten embryonalen Materials mit Fgl2+/- maternalen Material,
wahrscheinlich wahrend der Dissektion, zurlick. Daraus folgte aber, dal} auch
die Werte fur Fgl2+/+ und Fgl2-/- als eventuell fehlerhaft angenommen wurden,
da durch Kontamination mit maternalem Material Embryonen aus diesen
Gruppen féalschlicherweise der Fgl2+/- Gruppe zugeordnet wurden und somit

nicht mehr der wahren Verteilung entsprachen. Eine alternative und eventuell
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weniger durch Kontamination beeinfluf3te Untersuchungsmdglichkeit flr diesen
und friihere Zeitpunkte stellt moéglicherweise die Anfarbung von LacZ, dar. Dies
ist ein Teil des eingebauten inaktivierten Fgl2-Genkonstruktes, welcher fir
Laktose kodiert und somit mittels einer von (Teichert et al. 2000) beschriebenen
Methode dargestellt werden kann. Méglicherweise kdnnte diese Farbung mit der
Fgl2 immunhistochemischen Farbung kombiniert, bzw. durch Vergleich
benachbarter Schnitte mit jeweils der einen oder anderen Farbung, zu
genaueren Ergebnissen fliihren. Des Weiteren konnten auf diese Art auch die
Tage 5,5 bis 10,5 untersucht werden, die dann eventuell zusatzliche
Aufschlisse Uber den Verlustzeitpunkt und -mechanismus bringen. Ein weiterer
Vorteil lage in der Moglichkeit der direkten histologischen Beurteilung der
gewonnenen Praparate oder weiteren zusatzlichen Farbungen, die Aufschlul®

uber den Mechanismus des Absterbens der Embryonen geben kdnnten.

Dennoch kann festgestellt werden, dal® der okkulte Schwangerschaftsverlust
von Fgl2-/- und Fgl2+/- in Fgl2+/- heterozygoten Paarungen von Mausen der N3
und N10 Generation mit Fgl2 zusammenhangt. Ein interessanter Umstand ist
dabei, dald auch Embryonen betroffen sind, die ein intaktes Fgl2 Allel besitzen
(Fgl2+/-), wie bereits fruher (Clark et al. 2004) festgestellt.

6.2.3. Diskussion zur Rolle von Fgl2 in der Schwangerschaft

Die plotzlichen Schwangerschaftsverluste von Embryonen, die homo- oder
heterozygot das defekte Fgl2-Genkonstrukt tragen, treten zu einer Zeit auf, die
mit ,okkulten“ Fehlgeburten in der Periimplantationsphase zusammenfallt. Dies
muld unterschieden werden von Spontanaborten/Resorptionen wie sie im
CBA/JxDBA/2 Mausmodell auftreten (Clark und Croitoru 2001). Diese entstehen
durch erhdhte Fgl2 Expression und Herunterregulation von CD200 (Ox-2)
Molekll, was zu einer thrombingesteuerten Inflammation fuhrt (Clark et al.
2001a). Im Unterschied dazu werden die Verluste von Fgl2 negativen
Embryonen, wie in den Tabellen 13 und 14 gezeigt, einer Abwesenheit von

physiologisch exprimiertem Fgl2 zugeschrieben.

Trotz der Tatsache, dall Fgl2 in verschiedenen embryonalen Geweben

exprimiert wird, kbnnen Fgl2-/- Nachkommen bis zur Geburt und dartber hinaus
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bis zur sexuellen Reife Uberleben (Clark et al. 2004) und sich weiter
fortpflanzen. Dies weist darauf hin, da} Fgl2 wahrscheinlich nicht essentiell fir

die Embryogenese ist, jedoch fiir eine optimale Wurfzahl benétigt wird.

Klrzlich wurde Uber l6sliches Fgl2 (bekannt als Fibroleukin), welchem die
Prothrombinaseaktivitdt fehlt, herausgefunden, dal® es ein potenter
Immunsuppressor der klassischen T-Zellaktivierung ist (Chan et al. 2003). Es
konnte daher vermutet werden, dal} ,okkulte“ Fehlgeburten, wie im Versuch
beobachtet (Fgl2+/-xFgl2+/-), durch den Verlust der lokalen Immunsuppression

von klassischen T-Zellen mit dem o T-Zellrezeptor verursacht wurden.

Wenn sich diese Hypothese bestatigen wirde, gabe es mit Fibroleukin ein
weiteres immunregulatorisches Molekll neben anderen, welches fir den Erfolg

wahrend dieser Phase der Schwangerschaft relevant ist.

Trotzdem kdnnten andere immunologische Ereignisse eine sekundare Rolle bei
den Verlusten von Fgl2+/- und Fgl2-/- Embryonen spielen. Inzucht bei Mausen
ist assoziiert mit Infertilitdt und residuale Heterozygoditat verbunden mit der
erhohten Gefahr potentieller Antigen-Immun-Interaktionen wurde dabei als ein
unterstitzender Faktor angesehen. Es folgt, dal® die Prasenz von sowohl
Fibroleukin als auch von vaterlichen Antigenen mdglicherweise erforderlich ist
um sicherzustellen, daf} eine residuale Immunaktivitdt gegentiber dem Embryo
verschoben wird von tendenziell zerstérend hin zu schitzend hilfreich. Neuere
Erkenntnisse Uber implantationsférdernde Zytokine scheinen die These des
Immunotrophismus zu unterstitzen und geben hiermit eine Basis flr weitere
Forschungen an dem Fgl2-Knockout-Mausmodell (Chaouat et al. 1997,
Ghazeeri und Kutteh 2001).

Ein kritischer Defekt in der Embryogenese von Mausen, die das defekte Fgl2-
Gen tragen, konnte als Grund der Aborte ebenfalls nicht ausgeschlossen

werden. Dazu werden noch weitere Studien nétig sein.

Auch ein Einflu3, der auf einer Interaktion zwischen dem Gesunden und dem
.kranken“ Allel in den Fgl2+/- Nachkommen beruht, wird diskutiert. Wirde eine
derartige Interaktion eine Rolle spielen, so wirde man erwarten, dal} die

Funktion von Fgl2 in Makrophagen beeintrachtigt ware.
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Tabelle 17: Effekt der Ausschaltung von Gerinnungs- und Angiogenesefaktoren

auf das Uberleben von Embryonen heterozygoten Kreuzungen +/- x +/-

Ausgeschalteter

Anzahl der Nachkommen

Zeitpunkt der Verluste

Referenz

Faktor von entsprechendem (Gestationstag =Gd)
Genotyp
+/+ +/- -/-
Gewebsfaktor 30 49%(60) 0* (30) Gd 10,5— 11,5 (Carmeliet et
al. 1996a)
19 35 (36) 0* (19) Gd10,5— 11,5 (Bugge et al.
1996)
58 133 (118) 21*(58) Gd 10,5 — 11,5 (Toomey et
al. 1996)
Faktor VII normale Mendelsche postnataler Tod (Rosen et al.
. 1997)
Verteilung
Faktor V 89 176 (178) 32*(89) Gd 10,5 —> 11,5 (Cui et al.
1996)
Faktor Il 223  378%(446) 19* Gd 8,5 (Xue et al.
(223) 1998)
Fibrinogen Aa 71 157 (142) 81 (71)  31% der -/- schwangeren  (Suh et al.
Weibchen sterben am Gd 1995)
10,5 durch Blutungen in
das Uteruslumen und
Plazentalabyrinth
Fibrinogen Fy normale Mendelsche Schwangere -/- Weibchen  (Ploplis et al.
. . 2000, Iwaki et
Verteilung erleiden Blutungen und al. 2002)
Sterben Gd 6,5 —» 10,5
Thrombinrezeptor 41 110 (82) 24*(41) Gd8,5—59,5 (Darrow et al.
1996,
Connolly et
al. 1996)
Thrombomodulin 56 96 (112)  0* (56) Gd 8,5~ 10,5 (Weiler-
Guettler et al.
1996)
Faktor X 77 182 (154) 0* (77) Gd11,5—-5125 (Dewerchin et
al. 2000)

(00) entspricht der erwarteten Anzahl (in Klammern hinter der beobachteten Anzahl)
nach den Mendelschen Regeln; fiir +/- entspricht sie der doppelten Zahl der +/+
Embryonen; fur -/- ist die erwartete Anzahl Gleich der Anzahl der +/+ Embryonen

* P < 0.05 Signifikant niedrigere Anzahl an Embryonen als nach den Mendelschen

Regeln erwartet

Ein solcher Verlust der Fgl2-Aktivitat wurde in Makrophagen von Fgl2+/-

heterozygoten Mausen nicht gefunden, es wurden jedoch nur Makrophagen aus

der Leber und dem Peritonealraum getestet (Marsden et al. 2003).
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Untersuchungen der Mengen an phenotypisch exprimiertem funktionellen Fgl2
Protein in Trophoblasten von Fgl2+/- Mausen sind noch nicht abgeschlossen.
Es ist daher noch nicht bekannt, ob jede Trophoblastzelle eines solchen
Embryos 50% der normalen Menge an Fgl2 exprimiert, oder ob es eine
Mischung aus normalen und funktionell inaktiven Trophoblasten (aufgrund der

Expression des einen oder des anderen Genes) gibt.

Der Einflull einer grofen Anzahl von Deletionen von Gerinnungs- und
Angiogenesefaktoren auf den Erfolg bzw. MiRerfolg einer Schwangerschaft
wurden bereits in der Literatur beschrieben. Tabelle 17 stellt eine

Zusammenfassung ausgewahlter Ergebnisse dar.

Wie aus der Tabelle 17 hervorgeht, wurde in vielen Studien ein &hnlicher
Zeitpunkt des Verlustes von Embryonen festgestellt, wie in unserer
Untersuchung. In Fallen, in denen Hamorrhagien an der fetomaternalen

Grenzflache auftraten, waren die Blutungen am mesometrialen Pol zu sehen.

Ein markanter Unterschied zu den Ergebnissen in Tabelle 17 und den unseren
ist, dal® die Verluste von +/- und/oder -/- Embryonen zumeist auf Blutungen
zurUckzufuhren waren, wahrend im Fall von Fgl2 die Verluste der Embryonen

nicht mit Blutungen assoziiert sind (Clark et al. 2004).

Aus der Tabelle 17 geht ebenfalls hervor, dal® in den meisten Knockout-
Mausmodellen die komplette Abwesenheit des Genes (-/- Genotypen) im
Embryo oder in der Mutter notwendig ist, bevor Aborte auftreten. In diesen
Fallen entspricht die Anzahl der +/- Embryonen den Erwartungen. Die einzige
Ausnahme in den gewahlten Beispielen bildet ein Prothrombindefekt, wo neben
dem Verlust von -/- auch ein Verlust von +/- Embryonen auftrat (Xue et al. 1998,
Sun et al. 1998). Im Falle von Gewebsfaktor trat in einer der zitierten Studien
(Carmeliet et al. 1996a) ein Verlust von +/- Embryonen auf der in zwei weiteren
unabhangigen Studien (Bugge et al. 1996, Toomey et al. 1996) mit groReren

Fallzahlen nicht reproduziert werden konnte.

Berichte Uber VEGF Knockout Mause zeigen einen 100%igen Verlust von +/-
und -/- Embryonen, was zu der Annahme fihrte, dal® dieser Faktor eine

kritische Rolle in der Schwangerschaft spielt (Carmeliet et al. 1996b, Ferrara et
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al. 1996). VEGF spielt eine Rolle in der Angiogenese und tragt somit
entscheidend zur Formation der Plazenta wahrend der Frihschwangerschaft
bei.

Eine Reihe kritischer Schritte in der Vaskularisation der Plazenta und des
Embryos finden zwischen Gestationstag 7,5 und 11,5 statt, und die Hamostase
mul sehr sorgfaltig reguliert sein, besonders, wenn fetale Trophoblastzellen die
mutterlichen Blutgefal’e invadieren und arrodieren. Es ware moglich, dafy Fgl2

und andere Faktoren (Faktor Il, VEGF) dabei eine Rolle spielen.

Ein groRer Teil von Fgl2-/- Embryonen Uberlebt in Fgl2-/- Weibchen. Das weist
darauf hin, dal® es im Unterschied zu Defekten in Gerinnungsfaktoren entweder
einen Kompensationsmechanismus gibt, oder dal} die Rolle von Fgl2 nicht in

der Gerinnung und/oder Angiogenese sondern in der Embryogenese liegt.

In unserer als auch in friheren Studien (Clark et al. 2004) erschien die Anzahl
von Fgl2-/- Embryonen die bis zum 13,5 Gestationstag Uberlebten nicht
unterschiedlich in Fgl2-/- und Fgl2+/- Mattern. Dies beflrwortet eher, dal® fur
das Absterben zwischen Tag 7,5 und 11,5 ausschliel3lich der embryonale
Genotyp verantwortlich ist. Dies wurde auch schon fur andere

Gerinnungsfaktoren beschrieben.

Wenn der -/- Genotyp bei den meisten Faktoren aus Tabelle 17 zu einem Uber
80%igen Absterben fuhrt, dann legt der nur teilweise Verlust bei Fgl2-/- nahe,
dall Fgl2 kein kritischer hamostatischer Faktor ist bzw. dall es einen
Kompensationsmechanismus gibt oder Fgl2 eine andere Rolle in der

Frihschwangerschaft spielen konnte (z.B. in der Embryogenese).

Wenn jedoch Fgl2 durch Zytokine hochreguliert wird, gibt es ein
koagulationsabhangiges Absterben von Embryonen. Dieses findet an der
mesomesenterialen Seite statt, wo fetales und maternales Gewebe interagieren
(Clark et al. 2001a). Dieses Verhalten ist fir das CBA/JXDBA/2 Mausmodell
beschrieben. Die Abortraten sind hier bei Ausschaltung aller Storfaktoren etwa
6%. Werden nun z.B. durch LPS proinflammatorische Zytokine hochreguliert,

kommt es zu den zuvor beschriebenen Aborten/Resorptionen. Dieses
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Experiment fuhrt bei Fgl2-/- Mausen nicht zur Induktion von Aborten (Clark et al.
2004).

Die systemische Gabe von LPS verursacht Schock und die Hochregulation von
Gewebsfaktor in Fgl2-/- Mausen (Marsden et al. 2003). Die Aktivierung der
Gerinnungskaskade via Gewebsfaktor passiert durch Faktor X (Faktor zehn).
Sie unterscheidet sich damit von der Aktivierung durch Fgl2, die unabhangig
von Faktor X stattfindet (Chan et al. 2002).

Ein Mangel an Gerinnungsfaktor X kann Resorptionen von -/- Embryonen
hervorrufen, welche aufgrund von Blutungen zwischen Gestationstag 11,5 und
12,5 auftreten (dies legt nahe, dal® Faktor X prasent ist und eine wichtige Rolle
an der fetomaternalen Grenzflache spielt, wahrend dieser Zeit der
Schwangerschaft). Wenn Fgl2 fur die Hamostase wahrend der
Plazentationsphase der Schwangerschaft (Gd 9,5 — 21,5) unabdingbar ware,
hatte man eine hohe Spontanabortrate erwartet (und nicht wie beobachtet

okkulte Verluste).

Letztlich kbnnen sowohl Fgl2+/- als auch Fgl2-/- Embryonen bis zur Geburt und
daruber hinaus uUberleben. Eine mogliche Erklarung kénnte Faktor X sein, der in
diesen Fallen kompensatorisch wirken konnte. Dennoch ware diese
Kompensation nicht komplett, da die Abortrate von 15% immer noch hoher liegt
als die Rate von embryonalen Chromosomenanomalien von 2-6% (Clark et al.
2001b).

Dieses ganze Puzzle lalkt letztlich schlu3folgern, dall Defekte in der
embryonalen Entwicklung auf eine Rolle von bestimmten Faktoren im
Entwicklungsproze® hinweisen, die von der Hamostase unabhangig sind (Suh
et al. 1995, Erlich et al. 1999, Iwaki et al. 2002).

In der Fruhphase der Interaktion zwischen Embryo und Mutter kommt es zu
einer  enzymatischen Andauung von Geweben wahrend der
Trophoblastinvasion. Hamostasefaktoren sollen dabei nach Carmeliet et al, und
Cui et al (Carmeliet et al. 1996a, Cui et al. 1996) eine Rolle spielen. Fgl2 kdnnte

eine ahnliche Funktion am mesomesenterialen Pol des Embryos auslben.
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Die Frage ob Fgl2 verantwortlich ist fir Aborte mit anderweitig unauffalligem
Karyotyp kann noch nicht abschlielend beantwortet werden. Unsere Studie
zeigt, dal eine Uberexpression von Fgl2 mit erhdhten Abortraten einhergeht.
Sie zeigt aber auch, dal® die verminderte Anwesenheit oder gar das Fehlen von
Fgl2 ebenso zu Aborten fuhren. Die Mechanismen die in beiden Fallen eine
Rolle spielen sind noch nicht bis ins Detail geklart. Weitere Studien werden
notig sein, um diese Interaktionen noch genauer zu beleuchten, die nicht immer
der jetzigen Lehrbuchmeinung Uber die Mechanismen in der Blutgerinnung

folgen.
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7. SchluBRfolgerungen

7.1. SchluBfolgerungen zu den Untersuchungen an der Plazenta

des Menschen

Bei der Betrachtung der Plazentakompartimente kann man davon ausgehen,
dald aus einer nicht gespulten Plazenta isolierte Lymphozyten aus villdsem
maternalen Blut, dem geweblichen Teil (gespulte Plazenta) und fetalem Blut
stammen koénnen. Anhaltspunkt fur diese Feststellung ist die Tatsache, dal®
MelRwerte der ungespulten Plazenta in den meisten Fallen eine Mittelstellung
zwischen villdsem Blut und gespllter Plazenta einnehmen. Zwischen villdsem
Blut und maternalem peripherem Blut gibt es sowohl Gemeinsamkeiten als auch
Unterschiede, die auf eine lokale Aktivierung oder Selektion der Lymphozyten
an der fetomaternalen Grenzflache hindeuten. Dieses spezielle Iokale
Aktivierungsmuster konnte eine Rolle in der Erhaltung der Schwangerschaft und

der Integritat der fetomaternalen Grenzflache spielen.

Heute gilt als sicher, dal® eine ausgepragte Verschiebung des dezidualen
Zellgefliges respektive des Verhaltnisses CD3+/CD8+ Zellen zu CD56+ Zellen
zu jedem Zeitpunkt der Schwangerschaft fatale Folgen bis hin zum Abort haben

kann.

Eine genaue Kenntnis der Zusammensetzung der Lymphozytenpopulationen
der Plazentakompartimente in der komplikationslosen Schwangerschaft kann

den Weg zur Untersuchung pathologischer Schwangerschaften bereiten.

Mit Hilfe der Perfusionsmethode ist es mdglich Deziduagewebe effektiv von Blut
zu reinigen. Die Zellen im villdsen Blut unterscheiden sich von denen im
Plazentagewebe, maternalen Blut und Nabelschnurblut. Die Methode ermoglicht
die Isolation lebender Lymphozyten in grofler Zahl aus verschieden
Plazentakompartimenten, welche fur weitere Analysen sowohl phanotypischer
als auch funktioneller Natur zur Verfigung stehen. Da die Plazenta
normalerweise nach der Geburt verworfen wird, ist sie ein ideales Medium fur

immunologische Untersuchungen ohne das Risiko der direkten Beteiligung von
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Patientinnen. Unsere Untersuchung kann eine Grundlage fir weitere Studien
der Immunologie der Plazenta in normalen und abnormalen Schwangerschaften
bilden.

7.2. SchluRfolgerungen zur Rolle von Fgl2 in der

Schwangerschaft

Die plétzlichen Schwangerschaftsverluste von Maus-Embryonen, die homo-
oder heterozygot das defekte Fgl2 Genkonstrukt tragen, treten zu einer Zeit auf,
die mit ,okkulten“ Fehlgeburten in der Periimplantationsphase zusammenfalit.
Dies mufd unterschieden werden von Spontanaborten/Resorptionen wie sie im
CBA/JxDBA/2 Mausmodell auftreten. Diese entstehen durch erhdohte Fgl2
Expression und Herunterregulation von CD200 (Ox-2) Molekdl, was zu einer
thrombingesteuerten Inflammation fihrt. Im Unterschied dazu werden die
Verluste von Fgl2+/- und Fgl2-/- Embryonen, einer Deletion und damit gestérten
Funktion des Fgl2-Genes und damit verringerter oder fehlender Fgl2

Proteinexpression zugeschrieben.

In der Fruhphase der Interaktion zwischen Embryo und Mutter kommt es zu
einer  enzymatischen Andauung von Geweben wahrend der
Trophoblastinvasion. Hamostasefaktoren sollen dabei eine Rolle spielen. Fgl2
konnte eine ahnliche Funktion am mesomesenterialen Pol des Embryos

ausuben.

Unsere Studie zeigt, daR eine Uberexpression von Fgl2 mit erhéhten Abortraten
einhergeht. Sie zeigt aber auch, dal} eine verminderte Anwesenheit oder gar
das Fehlen von Fgl2 ebenso zu Aborten flihren. Die Mechanismen die in beiden
Fallen eine Rolle spielen sind noch nicht bis ins Detail geklart. Weitere Studien
werden notig sein, um diese Interaktionen noch genauer zu beleuchten und
mogliche Gemeinsamkeiten des Mausmodells mit den Verhaltnissen beim

Menschen zu sichern.
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