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Kapitel 1

Einleitung

Die embryonale Entwicklung der Saugetiere ist abhangig dem Vorhanden-
sein einer funktionellen Plazenta. Ihre hochspeziatisreZellen (Trophoblast,
Entoderm und extraembryonales Mesoderm) bilden sichifrigler Entwicklung
und ermdoglichen die Implantation, verankern den Embryouiterinen Gewe-
be und bilden fetale GefalRe, die Nahrungsstoffe, Gase tofth@chselproduk-
te transportieren. Zusatzlich beeinflusst die Plazentaknmne, immunologische
und stoffwechselphysiologische Funktionen der Mutter X@meil des Embryos.
In den letzten Jahren ist vor allem die Rolle der Plazentanatsunologischer
Beruihrungspunkt zwischen zwei genetisch unterschileelti®©rganismen erkannt
worden. Obwohl Fetus und Plazenta Merkmale der Mutter uisdMagers besit-
zen, kommt es wahrend der Schwangerschaft zu keiner AlsgsReaktion. Ei-
ne besondere Rolle spielt der fetale Trophoblast, der ereazSchicht zwischen
Fetus und mutterlichem Immunsystem darstellt. Muttedi Leukozyten kdnnen
physiologisch bis direkt an diese Grenzschicht gelangeme aas fetale Gewebe
zu zerstoren. Ein mogliches Erklarungsmodell konméeldduktion von Apopto-
se durch Fas-Ligand sein, dem wichtigsten Induzenten dandienvermittelten

Apoptose im Immunsystem.
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1.1 Leukozyten im schwangeren Uterus der Maus

Die Vielfalt von Leukozyten im schwangeren Uterus ist eiditndafir, dass die-
ser sehr wohl Ort vielfaltiger immunologischer Aktivitgt. Sie treten mit dem
Trophoblasten und dem Stroma in Kontakt, kommunizierernemander und
nehmen somit Einfluss auf Proliferation, Migration und Rikttbn von Zytoki-

nen. Im schwangeren Uterus der Maus befinden sich vorwiedjenderinen Na-
tural Killer Cells (UNK), dann die Monozyten/Makrophag@&endritische Zellen,
Granulozyten und schlief3lich wenige Lymphozyten [1]. DémdUterus infiltrie-

renden Leukozytensubpopulationen werden im folgendegestellt:

1.1.1 Uterine NK-Zellen

Wahrend NK-Zellen im peripheren Blut mit weniger als 15 %eerelativ klei-
ne Population darstellen, sind sie im schwangeren Utenvstdales Menschen
als auch der Maus mit tiber 70 % aller Leukozyten die domemeée Population
[2]. Unreife uNK-Zellen sind in demetrial glandgelegen. Diese Struktur bildet
sich am mesometrialen Pol des schwangeren Mauseutertditteider Schwan-
gerschaft hin aus. Untersuchungen der letzten Jahre ddateaf hin, dass die
hohe Zahl der uNK-Zellen innerhalb des schwangeren Utennsirdest beim
Menschen nicht durch Einwanderung sondern durch Prdiit@rannerhalb der
metrial glandherrohrt [3]. Bis Tag 11 der murinen Schwangerschatft istdli
Population in hoher Zahl anzutreffen, danach verringerssih. Moglicherweise

spielt Apoptose dabei eine Rolle [4].

UNK-Zellen unterscheiden sich von denen im peripheren.Batm Menschen
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sind sie fur CD56 positiv, tragen allerdings kein CD16+vHezeptorlll). Ebenso
wie periphere NK-Zellen weisen sie spezifische RezeptarelHC-I-Molekile,
killing inhibitory receptors(KIR) auf [5]. uNK-Zellen der Maus tragen an ihrer
Oberflache Thy 1.2 (CD90.2), asialoGM1 und IL2RSie weisen zahlreiche zy-
toplasmatische Granula auf, in denen sich Perforin, Seritepsen und Granzyme

befinden [2, 6, 7].

Damit sind die uNK-Zellen von ihrer Ausstattung her eineghiche Gefahr fur
fetale Zellen. Trotzdem kommt es in einer normal verlaunm8chwangerschaft
nicht zu zytolytischen Reaktionen von uNK-Zellen gegeraliet Gewebe. Die
Bindung von nicht klassischen MHC-I-Molekillen auf dem dmoblasten an die
inhibierenden Rezeptoren der uNK-Zellen scheint die Zgllbrer zytolytischen
Aktivitat zu hemmen. Die Bedeutung der uNK-Zellen wird lmehr im Umbau
mutterlicher Gefal3e sowie der Forderung der InvasianTdephoblasten in den

Uterus gesehen [8, 9].

Humane uNK-Zellen produzieren die Zytokiheterferon-y (IFN-v), granulo-
cyte-macrophage colony stimulating facto(@M-CSF),colony stimulating factor-

1 (CSF-1) und TNFa. Dartiber hinaus werden von ihnen auch die in der Angio-
genese wichtigen Faktoréeukemia inhibitory factofLIF), vascular endothelial

growth factor(VEGF), placental growth factound Angiopoetin Zreigesetzt.
In der murinen Schwangerschaft sind die uNK-Zellen der Haugoluzent von
IFN-v. Mause, denen uNK-Zellen fehlen, weisen ein uterinesaSedtt auf, in

dem keine fur die Schwangerschaft typische Weitung zurseft§¢10, 11].

uNK-Zellen scheinen also eine wichtige Rolle bei der Umniiceteing des ute-
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rinen GefalRbettes zu spielen. Beim Menschen wird die Aitfing der Spiralar-
terien und der damit einhergehende Verlust der glatten Maskr in Verbindung

mit der Invasion extravilloser Zytotrophoblastzellemggecht [12].

1.1.2 Monozyten/Makrophagen

Etwa 20 Prozent der mutterlichen Zellen im schwangeremudtsind Zellen der
Monozyten/Makrophagen-Linie [1]. Sie befinden sich zdrsham Myometri-
um und in dermetrial gland werden aber auch in geringer Zahl in der Nahe
von BlutgefalRen der zentralen Decidua basalis angetroff]. Gewebsstandi-
ge Makrophagen sind in Abhangigkeit von ihrem Aufentrattgphanotypisch
sehr heterogen. Verschiedene Untersuchungen legen nase Mbkrophagen-
Subpopulationen nicht nur gemaf Reifestadium und Lokiadis, sondern auch in
Abhangigkeit vom Schwangerschaftsstadium fur vamedeeZytokinmuster und
-konzentrationen verantwortlich sind [14]: Mittels eimeixed lymphocyte reacti-
on(MLR), der Makrophagen schwangerer Frauen beigefugt amrkonnte nach-
gewiesen werden, dass diese eine MLR signifikant starkgsrsuieren konnten
als periphere Monozyten [15]. Dagegen konnten MakrophagjerSpontanabor-
ten entnommen wurden, gerade dies nicht bewirken [16]. Eitenes Indiz fur
die Bedeutung der Rolle der Makrophagen wahrend der Sawvachaft liefern
Mause, die Defekte fur von Makrophagen benotigte Waohstaktoren tragen.
Sowohlop/opMause, die defizient fur CSF-1 sind als auch Mause mitreiDe-
fekt fur GM-CSF, weisen eine eingeschrankte Funktionde@krophagen auf und
sind nur eingeschrankt fortpflanzungsfahig [17]. Zudeonmrite nachgewiesen
werden, dass Trophoblastzelleracrophage inflamatory protein &{MIP 1-« )

bilden, das die Einwanderung von Monozyten und uNK fordag].



KAPITEL 1. EINLEITUNG 9

1.1.3 Dendritische Zellen

Obwohl dendritischen Zellen eine besondere Rolle als Maiduleiner Immun-
antwort zugestanden wird, ist das Wissen uber dendréigeilen wahrend der
Schwangerschaft noch vergleichsweise gering. Dendntigtellen sind profes-
sionelle antigenprasentierende Zellen, die eine Immuwvahauslosen, aufrecht-
erhalten und modulieren kdnnen. In Abhangigkeit von derdés Antigens wird
eine Aktivierung des adaptiven Immunsystems ausgeldst periphere Toleranz

induziert. Es existieren verschiedene Subpopulationadritescher Zellen [19].

Karzlich konnten dendritische Zellen im schwangeren Udedter Maus und des
Menschen nachgewiesen werden [20, 21, 22, 23]. Allerdirgssbht weder in
Bezug auf den definitiven Phanotyp der im schwangeren BUteztindlichen den-
dritischen Zellen, noch auf die Funktion, Abstammung urslMagrationsverhal-
ten Klarheit. Es wird diskutiert, dass sich in Abhangigkeim Zytokinmilieu und
anderen stimulierenden Signalen monozytare Vorlaefknz entweder zu Makro-

phagen oder zu dendritischen Zellen differenzieren [24].

1.1.4 Granulozyten

Mit ca. 5 % der Leukozyten im schwangeren Uterus sind die Boaryten die

nachstgrol3e Population [1]. Sie sind nach Parr vorwiegender Grenzschicht
zwischen Trophoblast und Decidua basalis nachweishaer ihre Funktion ist
wenig bekannt, jedoch liegt die Vermutung nahe, dass sieedét von Decidua-

zellen phagozytieren, die durch die Invasion des Troptsdéraanfallen [6].
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1.1.5 Lymphozyten

B- unda-T-Zellen, Haupteffektoren der adaptiven Immunantwarhesnen ge-
rade wahrend des friihen Stadiums einer normalen Schwsaigdt kaum vorzu-
kommen. In der zweiten Halfte der Schwangerschaft nimmtziihl deras-T-
Zellen jedoch etwas zy.)- T-Zellen hingegen werden haufiger angetroffen. Einer
Annahme zufolge erkenner- T-Zellen in der Decidua basalis Antigene des Tro-
phoblasten und limitieren dessen Wachstum in die Decidsalisg25]. Zu den
kurzlich zu regulatorischen T-Zellen (]) zusammengefassten Zellen zahlt man
T-Zellen, die die immunsuppressiven Zytokine IL-10 umansforming growth
factor- 5 (TGF-3) freisetzen und somit die Aktivierung weiterer T-Zellerhiin
bieren kdnnen [26, 27]. Zu den,J-Zellen werden inzwischen auch die oben
genannten/d-T-Zellen gezahlt, da auch sie tiber Sekretion von IL-10 TGF5
regulatorische Funktionen im schwangeren Uterus auskifremen [28, 29]. Eine
weitere Population der,T,-Zellen bilden CD4 CD25"-Zellen. Diese werden als
Schlusselstelle bei der Herunterregulation einer idheefenden Immunreaktion
angesehen [30, 31]. Auch im schwangeren Uterus konntere dieken nach-
gewiesen werden. Einer jingeren Studie zufolge ist jedeteriCD4 -Zelle im

schwangeren Uterus eine CD@D25"-Zelle [32].
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1.2 Der schwangere Uterus als immunprivilegiertes
Organ - Mechanismen der miitterlich-fetalen To-

leranz:

1.2.1 Das Immunprivileg innerhalb des Organismus

Organe, die scheinbar von immunologischen Reaktionereaasgmen sind, wer-
den als immunprivilegiert beschrieben [33]. Dazu zahles &Gehirn und das
Auge, die Testes und Ovarien, der schwangere Uterus sowvidatirfollikel. Be-
trachtet man die Folgen einer Immunreaktion auf die entsneden Gewebe,
dann erscheint ein Immunprivileg als durchaus zweckmafigd durch eine lo-
kale Infektion der Glaskorper des Auges betroffen, wirschader Erreger samt
infiziertem Gewebe vernichtet werden und an deren Stelle kindegewebige
Narbe entstehen. An der Netzhaut ist eine Immunreaktioticthzerstorerisch.
Es kommt zur Vernarbung der neurosensorischen Netzhautenit Pigmente-
pithel und der Aderhaut. Das fuhrt zu einem irreversiblemlist der zentralen
Sehscharfe [34].

Die immunprivilegierten Organe geniel3en also einen Schartzlen Folgen ei-
ner Immunreaktion, um nicht in ihrer Funktion behindert zereen. Zerstorun-
gen dieser Gewebe durch das Immunsystem hatten fatalerkalg diese Gewe-
be schlecht regenerationsfahig, postmitotisch oder dpachg differenziert sind.
Zellverluste sind nicht kompensierbar. Toleranz gegentoemdantigenen, etwa
einem Virus, ist hier offenbar gunstiger als dessen Elanon, die T-Zell vermit-

telte Zytolyse lokaler Zellen zur Folge hatte [35].

Mittlerweile weil3 man, dass auch Fas-Ligand, ein wichtigéektor des pro-
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grammierten Zelltodes, auf den im folgenden eingegangedemewird, konsti-
tutiv in immunprivilegierten Organen wie Auge, Testes umindschwangerem
Uterus exprimiert wird. Aktivierte T-Zellen, die Fas aufén Oberflache expri-
mieren, kdnnen somit eliminiert werden, bevor sie demmethenden Organ
Schaden zufuigen konnen [36, 37, 38]. Es ist auch gelurggerimentell ei-
ne immunprivilegierte Situation zu schaffen: So habendall et al. Fast und
FasL™ Sertoli-Zellen unter die Kapsel der Niere implantiert uedtfestellt, dass
die Fasl Sertoli-Zellen nicht abgestoRen wurden. Lau et al. konimieginem
anderem Experiment Inselzellen des Pankreas gemeinsarfasiit Myobla-
stenzellen unter der Nierenkapsel plazieren. Die diatletiStoffwechsellage der
Tiere konnte solange ausgeglichen werden, solange die lsisteimzellen Fast
waren. [37, 39].

1.2.2 Der schwangere Uterus und die mutterlich-fetale Ta-

ranz

Sowohl von Seiten des miutterlichen als auch des fetalere@Gesvgehen Mecha-

nismen aus, die zur mitterlich-fetalen Toleranz fuhren.

Regulatorische T-Zellen und Makrophagen

Fur Regulatorische T-Zellen sowie Makrophagen konntdraimunsuppressiver
Effekt auf andere Leukozyten im Milieu des schwangeren wterachgewiesen

werden. Diese Zellen sind im vorigen Abschnitt beschrielverden.

Vaskulare Adhasionsmolektle

Um Leukozyten aus dem Blut zu dem Ort einer Entziindung adeini lymphati-

sches Gewebe zu dirigieren, bedarf es spezifischer Adigisimekille. Bedenkt
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man jedoch, mit welcher Geschwindigkeit Leukozyten im Blitdm zirkulieren,
wird ersichtlich, dass die Adhasion und der Austritt ausBletbahn, in mehre-
ren Schritten erfolgen muss: Zunachst wird ein erster &intit dem Endothel
hergestellt fethering, dann wird der Leukozyt abgebremsbl{ing), nach Ak-
tivierung durch Chemokine oder Entziindungsmediatorenrkbes zur stabilen
Bindung mit dem Endothelfresy). Erst dann kann di®iapedesgeder Austritt
aus der Blutbahn, erfolgen. Adhasionsmolekiile habeidairhinaus noch wich-
tige Funktionen bei der Aktivierung, Differenzierung uncieration von Leu-
kozyten. Bei einem Defekt fur Adhasionsmolekile kanrdesch ungeniigende
Rekrutierung von Leukozyten zu gravierenden, oft letalartdenden Krankheits-
bildern kommen [40, 41].

Im schwangeren Uterus, in der Phase der initialen Plazentasklung konnte

ein spezielles Muster von vaskularen Adhasionsmokkirlachgewiesen wer-
den. Zelladhasionsmolekile der Immunglobulin- Supeiti@ mucosal addressin
cell adhesion molecule-(IMAdCAM-1) und vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-]) fanden sich in bestimmten Mikrodomanen auf mutterlicksefaien.
Wahrend der leukozytengebundene Ligand EAM-1, dasa451-Integrin auf
uNK-Zellen gefunden wurde, tragen monozyten-ahnlichbededen Liganden
von MAdCAM-1], dasa457-Integrin. Es ist daher denkbar, dass vaskulare Adhasi-
onsmolekile eine Rolle bei der Auswahl und Plazierung aeikbzyten im Mi-

lieu des schwangeren Uterus der Maus spielen [42].

Inaktivierung der Komplementkaskade

Ein durch den Trophoblasten produziertes Crry-Proteinrhenie Ablagerung
der Komplementkomponenten C3 und C4 auf dem fetalen Geweabsamit eine

Komplement-vermittelte, den Fetus zerstorende Immukti@a Wie notig dieser
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zusatzliche Schutz fetalen Gewebes ist, zeigt die Tatsatadss Schwangerschaf-
ten von Crry-defizienten Mausen nicht erfolgreich beendatden konnen. Erst
eine Schwangerschaft von Crry und Komplement C3 doppeltidaten Mausen
fuhrt zu Nachwuchs. Beim Menschen ist dies nicht bekarstyied allerdings
vermutet, dass der DAF in der menschlichen Schwangerseinafiihnliche Funk-

tion hat [43].

Depletion freien Tryptophans

Die essentielle Aminosaure Tryptophan wird bei der Peadifion von T-Zellen
benotigt. Im schwangeren Uterus der Maus wird vom Tropéstieh ein Enzym,
die Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) gebildet, das Trybtan degradiert und so-
mit die Proliferation der T-Zellen hemmt. Dieser lokale 8@scheint unverzicht-
bar zu sein, da der Fetus bei Mausen, die kein Tryptophab&asieren, durch
alloreaktive T-Zellen abgestof3en wird. Beim Menschen wivdr auch vom Syn-
cytiotrophoblasten IDO gebildet und es exisitiert auch erringerter Trypto-
phanspiegel im Plasma von Schwangeren, aber bislang fahlachweis wie im
murinen System, dass der Tryptophanabbau essentieihi&igelungene Schwan-
gerschaft ist [44, 45, 46].

Expression nicht klassischetMHC-Molekile

Da der Fetus semiallogen ist, also zur Halfte vaterlicheé onitterliches Erbgut
tragt, sind auch die Molekile, die es dem Immunsystersgirtieren kann, zur
Halfte vaterlichen - also korperfremden - UrsprungsciNder Theorie deself-
nonself-discriminatiomuss dieses Gewebe eliminiert werden. Sollte der Tropho-
blast dem Immunsystem der Mutter tatsachlich uneingéséttpaternale Epitope
prasentieren, ware eine Abstol3ung des Fetus denkbamBee Tumoren und

Viren wie das CMV konnen dem Wirtsimmunsystem die Erkergndadurch er-
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schweren, dass sie die Expression WiHC-Klasse-I-Molekilen, deren Bindung

an Fremdantigene unterbinden oder deren Abbau beschéruifity, 48].

Beim menschlichen Trophoblasten ist das Fehlen der HLA-AHIbA-B-Molekiile
aus demMajor Histocompatibility CompleXMHC) der Klasse | sowie das der
gesamten Klasse Il augenfallig. In Spuren werden HLA-C dieddemMinor
Histocompatibility Complexzugerechneten HLA-E und HLA-G exprimiert. Im
Gegensatz zu den hochpolymorphen HLA-A und HLA-B sind diegein der

Lage, eine beschrankte Auswahl an Antigenen zu prasentig9].

Das Vorkommen von MHC-Klasse-I-Molekulen hemmt NK-ZelleZellen, bei
denen wie etwa innerhalb von Tumoren oder bei virusinfizreiZellen die Ex-
pression von MHC-Klasse-I-Molekilen unterdriickt oder angentigend ist, kdnnen
leichter einer Zytolyse durch NK-Zellen anheimfallen. Eedlangenommen, dass
eine Veranderung der Dichte an MHC-Klasse-I-Molekilled eine Veranderung
der Strukur von membrangebundenen Glykoproteinen akgintk auf zytolyti-
sche NK-Zellen wirken konnen [50, 51]. Das oben bereitsadnte, vom Tro-
phoblasten exprimierte HLA-G, bindet inhibitorische Retoeen auf uNK. Damit

werden die uNK an der Zytolyse von fetalem Gewebe gehindst.

Fas-Ligand

Dem Fas-Ligand abhangigen Apoptoseweg wird von zahlegi¢krbeitsgruppen
eine Rolle beim Schutz des Fetus vor allem vor mutterlichigivierten alloreak-
tiven T-Zellen zugeschrieben [53, 54, 55, 56]. Der folgeAtischnitt beschaftigt

sich eingehender mit der Rolle von Fas-Ligand und der Aps®pto
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1.3 Der Fas-Ligand-ablangige Apoptoseweg

Mit Apoptose, aus dem Griechischen fBbwurf, Niedergangist der gezielte
Zelluntergang gemeint. Sowohl bei der Regulation bioldgen Wachstums als
auch bei der Selektion von Zellen des Immunsystems spi@pfgse eine unver-
zichtbare Rolle. Grundsatzlich konnen die Ausloser,Alboptose bewirken, sehr
verschieden sein. Im wohl am besten untersuchten Mechasjsiharch Fas und
Fas-Ligand, wird Apoptose uUber eine Rezeptor-LigandsseZiation aktiv indu-
ziert. Von einer passiven Induktion wird dann gesproch@mmgerade das Fehlen
eines sonst vorhandenen Liganden zu einem programmieeiéo&fuhrt. [57].
Darliber hinaus existiert auch ein endogener, zumeishdiogenannt8tresssig-

naleeingeleiteter in die Apoptose mundender Pfad.

1.3.1 Aktive Apoptose

Activation induced cell death (AICDYer infolge einer Aktivierung von aul3en
verursachte Zelltod, isler primare homoostatische Mechanismus des Immun-
systems, um T-Zell-Reaktionen unter Kontrolle zu behalfemoimmunitat zu
vermeiden, Selbsttoleranz zu vermitteln und das Immuiegwzu erhalten [58,

59, 60, 61, 36].

Die bekanntesten Effektoren sind, wie oben erwahnt, kgardd und sein Re-
zeptor Fas. Neben Fas und Fas-Ligand existieren noch rdtdreeitere Ligand-
Rezeptor-Interaktionen, die zur Apoptose fiulhren, wie Idieraktion zwischen
TNF und seinem Rezeptor TNFR-1. Sowohl Fas-Ligand als altk gehoren
zur Tumornekrosefaktor-(TNF)-Superfamilie, Fas und TNEBntsprechend zur

Tumornekrosefaktorrezeptor- (TNFR)-Superfamilie. Zeiche degenerative oder
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autoimmune Storungen werden mit einer FehlregulatiofrdseffFas- Ligand abhangi-
gen AICD in Verbindung gebracht [62]. Maus-Zuchtstammnie,anen funktio-
nalen Defekt innerhalb des Genes fiir Fas, die sogendiast&-Mutation (die
Ipr-Maus) oder firr Fas- Ligand, dieaskF!“-Mutation (diegld-Maus) tragen, ent-
wickeln schwere lymphoproliferative Storungen und Aotoiunitat [62, 63], die
seine Ursache in einen Mangel an Antigen-induzierter T-Reletion in der Pe-
ripherie hat [64, 65].

T-Zellen exprimieren Fas und Fas- Ligand im Verlauf einetiikrung und wer-
den nach wiederholter Antigenstimulation sensitiv fusfas-Ligand abhangige

autokrin oder parakrin induzierte Apoptose [66, 67, 68].

Das Fas-Ligand-Homotrimer wird von Fas-Monomeren auf delzglle erkannt.
Drei Fas-Monomere vereinigen sich dann zu einem Homotrii®emit kom-
men auch die intrazellularen Enden der Fas-Molekille geedumlichen Nahe.
Adaptorproteine, die sogenannten Fas assoziierten TooestenFas Associa-
ted Death Domains (FADDYinden nun intrazelluar an diese Enden. An diese
wiederum binden Cysteinproteasen, die Proteinketteehikgparaginsaureresten
spalten und daher aSaspaserbezeichnet werden. Zunachst ist dies die Procas-
pase 8, die dort in die Caspase 8 umgewandelt wird und nelyePrdeaspase 3
auch die Procaspase 8 selbst spalten kann. Ein ganzes Syisteaktivierender
Proteasen kommt somit in Gang. Die schlie3lich entstandé&tieierte Caspa-
se 3 spaltet nun den Inhibitor der Caspase-aktivierbareAdeN-CAD), der an

die Caspase-aktivierbare DNAse gebunden ist. Eine nurt mehr in ihrer Akti-
vitat gehemmte CAD dringt in den Zellkern ein, wo sie dan@ @NA in fur die
Apoptose charakteristische Fragmente von 200 Basenpaaltets Spatestens zu

diesem Zeitpunkt ist die Zelle nicht mehr funktionsfahig.
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Caspasen sind in der Lage, nach Aktivierung durch eine ebwres Spaltung
lawinenartig andere Procaspasen in Caspasen umzuwanuehiesen Prozess
somit nicht nur zu verstarken, sondern auch unumkehrbamnazhen. Es scheint
von der Art der Zelle abzuhangen, wie grol3 die Kaskade sasspum Apoptose
auszulosen. In einigen Zellen reicht dazu allein die Aktivng der Caspase 8 aus
[69]. Mit der Gerinnungs- und der Komplementaktivierungdsiveitere selbst-
verstarkende Kaskaden bekannt, die Uiber Spaltung eia&tven Vorlauferpro-

teins in zumindest einen aktivierten Teil Folgeprote@nésicherrkann.

Bei passiver Apoptose dagegen kommt es zum Zelluntergasig durchBin-
dungeines Liganden, sondern vielmehr durch Baklender Bindung mit einem
Liganden, etwa einem Wachstumsfaktor wahrend der Bildiergsliedmalien in

der Embryogenese [57].

1.3.2 Intrinsische Apoptose

Letztlich gibt es eine weitere Moglichkeit, den intrindien Pfad der Apopto-
se: Eine Beschadigung bzw. Schwellung der Mitochondriemkzu einer Frei-
setzung von Cytochrom c fuhren. Im Cytoplasma bildet didgsApaf-1 einen

Komplex, der Caspasen aktivieren kann. Dies sind nicht dinigé dieselben wie
in der extrinsischen Aktivierung, allerdings konvergiatch deren Aktivierung
in der Spaltung von I-CAD, dem Eindringen von CAD in den Zettk und der
darauf folgenden Hydrolyse der DNA in Doppelstrangabsténon 200 Basen-
paaren Lange. Ein Onkogen, das bei einem Non-Hodgkin-lhonp(NHL) der

B-Zell-Reihe isoliert worden war, das bcl-2, ist zum Be&dpn der Lage, durch
Bindung an die Membran der Mitochondrien das HeraustretenGytochrom c

aus den Mitochondrien zu verhindern. Somit kann Apoptosmiaglen werden.
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Bcl-2 gehort zu einer ganzen Familie ahnlicher Proteime,denen die einen wie
bcl-2 antiapoptotisch, andere hingegen wie bax und badpppiatisch wirken

konnen. Diese Proteine sind in dimerisierter Form wirks8mkann bcl-2 nur als
Homodimer wirken, als Heterodimer mit bax als anderer tdadt es wirkungslos.
Insoweit ist die Ratio aus bcl-2 und bax entscheidend filmelneoder Untergang

der Zelle und nicht die Menge eines Proteins allein [70, 2], 7

Bei der Modulation des intrinsischen Pfades der Apoptogatgtas Protein p53
eine Uberragende Rolle. P53 kann durch sehr untersattedBtimuli, die in der
Literatur unteiStresssignalegebiindelt werden, aktiviert werden. Je nach Schadi-
gung der Zelle kann durch p53 das Anhalten des normalenykéliz, eine vorzei-
tige Zellalterung oder der programmierte Zelltod verastiagerden. Viele bosarti-
ge Tumore weisen einen funktionellen Defekt fur p53 auftddanderem wegen
dieser Eigenschaften wird ihm al§achter des Genoms der Krebsforschung
hohes Interesse entgegengebracht. Bei der Entwicklumg Geantherapie ist die
Rekonstitution eines funktionalen p53 oft eines der vagigen Ziele. Wie p53
Apoptose auslost, ist jedoch nur unzureichend verstahdénr4, 75, 76, 77].

Eine - intrinsische Uberexpression von bcl-2 kann eine extrinsische Aktivie-
rung durch Fas aufheben und entsprechend umgekehrt dim@ageron TNFe
tber Bildung des Transkriptionsfaktors NB die Expression proapoptotischer
Mitglieder der bcl-2-Familie bewirken und einen bcl-2 vétteiten Uberlebens-
impuls doch noch umkehren. Somitist eine klare Trennungaugn extrinsischer

und intrinsischer Aktivierung schlicht nicht moglich.
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1.3.3 Das Fas/Fas-Ligand-System im Immunprivileg und bei

der mutterlich fetalen Toleranz

Bedenkt man die Moglichkeiten der aktiven Apoptose, sdast Fas/Fas-Ligand-
System wohl das am besten erforschte, aber bei weitem rasbktainzige. Tumor-
Nekrose-Faktory (TNF-) und TNF-related apoptosis inducing ligantRAIL
sind ebenfalls sehr potente Induktoren, allerdings istigveakannt tiber die Fein-
regulation der Induktoren untereinander. Man kann davegeten, dass das Im-
munprivileg keine statische Situation darstellt, sonadgnen aktiven Prozess, der
vielfaltiger Regulation unterliegt. Da das Fas/Fas-higiSystem den wichtig-
sten Representanten der aktiven Apoptose im Immunsystestetla wurde es

wahrend der Schwangerschaft untersucht [35, 53, 54, 55,&%&9, 80].
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1.4 Zielsetzung

Die wahrend der Schwangerschaft andauernde Toleranzdealkbgenen Feten
durch den mutterlichen Organismus stellt ein immunoldyes Paradox dar. Ei-
ne schwangerschaftsspezifische Modulierung des mitterlilmmunsystems ist
offenbar von besonderer Bedeutung fiir témerleben und Wachstum des Feten.
Insbesondere die Regulierung der im schwangeren Uterlisgenden Leukozy-

ten hat einen gro3en Einfluss auf den Verlauf der Schwartggitsc

Ziel dieser Arbeit war es, das spezifische Expressionsmuste Fas und Fas-
Ligand im schwangeren Uterus und den Einfluss des Fas-Lajamahgigen Apop-
toseweges auf die murine Schwangerschaft zu untersuckaemuiElen nicht nur
Untersuchungen von Schwangerschaften bei Wildtyp-Massadern auch bei
Mausen, die durch eine naturlich Mutation einen funkeiten Defekt fur Fas
oder Fas-Ligand haben, durchgefiihrt. Diese Experimeagilies helfen, die Be-
deutung der die Apoptose induzierenden Molekile Fas ursdLkgand in der

murinen Schwangerschaft zu verstehen.

Von besonderem Interesse waren Untersuchungen zum Amnfizat Leukozyten-
verteilung und Apoptose unter pathologischen und phygistthen Bedingungen.
Dies kdnnte zum Verstandnis der Regulation von Immurtrea&n beitragen, die
an der Apoptose beteiligt sind. Da angenommen wird, dass dier Maus von-

statten gehenden Immunreaktionen in ahnlicher Weise imgdgle ablaufen, ware
die Erforschung dieser Aspekte moglicherweise fur dem$édben von Relevanz.
Somit kdnnte eine bessere Kenntnis der funktionellen Biohg) der Fas-Ligand
vermittelten Apoptose im schwangeren Uterus der Maus énéniipfungspunkt

fur die Untersuchung immunologisch bedingter Storunigeim Menschen dar-

stellen.
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Material

2.1 Gerate

Analysenwaage LC 6200S; Sartorius, Gottingen

Digitalkamera Canon EOS 10 D; Canon Inc., Tokyo, Japan

Farbekammer Magic Immuno Staining Tray; Cell path plc, elRtpstead, USA
Fluoreszenzmikroskop DMLM DC350F; Leica, Bensheim

Gefriermikrotom Kryostat CM 1850; Leica Bensheim

Gefriertruhe -80 °C; Nuaire, Plymouth, USA

Gewebe-Eindeckmedium Crystal Mount; Biomeda Corp., Fd3ity, CA, USA
Gitternetz (10 x 10 Felder, GroRe 1 &)yleica, Bensheim

Laborwaage 12116 MP; Sartorius, Gottingen

Magnetrihrer; Heidolph, Kehlheim

Mikrometer-Skala (100 Skalenteile, Lange 1 cm); Leicap&eim
Objekttrager Super Frost; Menzel Glaser, Braunschweig

PAP Pen Liquid Blocker Slide Marker; Cedarlane Laborastitl., Hornby, On-
tario, Kanada

pH-Meter pHM 83 Autocal; Radiometer, Kopenhagen, Danémar

22
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Pipette Combi-Pipette Typ 3180L; Eppendorf, Hamburg

Pipetten Vario-Mirkoliterpipetten 0,5-10I, 10-100ul, 200-1000ul; Eppendorf,
Hamburg

Pipettenspitzen, 1-10, 10-10Qul, 200-100Q:l; Greiner, Nirtingen
Pipettenspitzen, Combitips, steril, 0,5 ml, 1,25 ml, 2,5 5ninl, 12,5 ml; Eppen-
dorf, Hamburg

Reagenzgefalle, 1,5 ml; Sarstedt, Numbrecht

Reagenzgefalle, 1,5 ml, mit Schraubdeckel; Sarstedtpkéaht
Reagenzrohrchen; Sarstedt, Numbrecht

Sterile Werkbank 1l Al B3; Nuaire, Plymouth, USA

Tissue-Tek Cryomold GroRRen Biopsy, Intermediate, Stesiddakura Finetechni-
cal Co. Ltd., Tokyo, Japan

Wasserbad; GFL Labortechnik, Burgwedel

Zentrifuge Minifuge 5414 C; Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS; Heraeus Christ GmbH, Osterode

2.2 Chemikalien, Losungen und Zusitze

Aceton; Merck, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA); Fluka Biochemika, Neu Ulm

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS); Cambrex Biose Verviers, Ver-
viers, Belgien

Eosin (gelblich, alkoholloslich); Merck, Darmstadt

Ethanol; Merck, Darmstadt

Methylenblau; Merck, Darmstadt

Natriumazid; Merck, Darmstadt
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Paraformaldehyd

Poly- L- Lysin; Sigma, Taufkirchen

Saures Hamalaun nach Mayer; Merck, Darmstadt
Triton X-100

Wasserstoffperoxid; Merck, Darmstadt

2.3 Seren

Normales Mausserum; Dako, Hamburg
Normales Hamsterserum; Dako, Hamburg
Normales Rattenserum; Dako, Hamburg

Normales Ziegenserum; Dako, Hamburg

2.4 Primarantik orper

Die fur diese Arbeit verwendeten monoklonalen Primékamper (mAKk), ihre Be-

zugsquelle, ihr zu bindendes Antigen sowie dessen Lokalisan Organismus
der Maus sind in Tabelle 2.1 dargestellt. Sofern diese Anp&r von anderen
Wissenschaftlern zur Verfigung gestellt wurden, wird eiiter Literaturangabe

auf die Erstbeschreibung des jeweiligen mAk verwiesen.
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Verwendete Primarantikorper

Klon Antigen Lokalisation Bezugsquelle
TROMA-1 | Cytokeratin | charakteristisch fur M.B. Omary,
K8 einfache Epithelien Stanford University [81]
30 H12 CD90.2 NK-Zellsubpopulation,| BD Biosciences Pharminger
(Thy 1.2) T-Zellen Heidelberg
1A8 Ly-6G Polymorphkernige BD Biosciences Pharminger
Zellen Heidelberg
RB-8C5 Ly-6G und Polymorphkernige BD Biosciences Pharminger
Ly-6C (Gr-1) | Zellen und Monozyten | Heidelberg
17A2 CD3: T-Zellen BD Biosciences Pharminger
Heidelberg
GK1.5 CD4 T-Zell- BD Biosciences Pharminger
Subpopulation Heidelberg
Ly-2 CD8 T-Zell- BD Biosciences Pharminger
Subpopulation Heidelberg
F4/80 Cl: A3-1 reife Makrophagen Invitrogen Karlsruhe
M1/70 CD11b Monozyten, BD Biosciences Pharminger
aktivierte Granulozyten Heidelberg
30G.12 CD45 alle Leukozyten, BD Biosciences PharMinger
bei inflammatorischen | Heidelberg
Prozessen hochreguligrt
RB40.34.4| CD62P Plattchen, Dr. D. Vestweber,
(P- Selektin) | aktivierte EC Universitat Munster [82]
MFL3 CD95 (Fas) | Lymphozyten, kein Ge4 Becton Dickinson,
Ligand webe ausgeschlossen | Heidelberg
[66, 67, 68, 83]
Jo2 CD95 (Fas) | Lymphozyten, kein Ge4 Becton Dickinson,

webe ausgeschlossen

[66, 67, 68, 83]

Heidelberg

Tabelle 2.1: Verwendete Primarantikorper
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2.5 Sekundirantik orper

biotyniliertes Esel- anti- Ratte- IgG; Dianova, Hamburg

monoklonales Maus- anti- Ratte- 1gG2a, PE- oder FITC kaejugBD Bios-
ciences PharMingen, Heidelberg

polyklonale Maus- anti- Ratte- IgG F(ablFragmente, PE-konjugiert; Chroma-
probe, Mountain View, USA

2.6 Sonstige Reagenzien

Avidin- Biotin Blockierungssystem; Dako, Hamburg
DAB (Diaminobenzidin)- Kit; Vector Laboratories, Burliaghe, USA
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein; Roche Diagfits, Mannheim

Vectastain ABC- Kit; Vector Laboratories, Burlingame, USA

2.7 Mause

Weibliche Balb/c, weibliche und mannliche C57BL/6J-Wig-, B6.MRL-Tnfrsfgr"/J-
sowie B6Smn.C3Fnfsf6'/J-Mause wurden von Charles River Deutschland, Sulz-
feld bezogen. Die Mause wurden bei einem 12- stindigersragnd Nachtrhyth-
mus gehalten und erhielten Wasser und Futterpediétbitum Zur Erzeugung
allogener Schwangerschaften wurden Balb/c Weibchen miBCEBJ Mannchen,
fur syngene Schwangerschaften weibliche C57BL/6J mitBL36¢J Mannchen
tber Nacht verpaart und am darauf folgenden Morgen vondgeragetrennt. Die-
ser Tag wurde als Schwangerschaftstag 1 definiert. Da sicHanimplantation

einer befruchteten Eizelle die Vaginalflora verandertrdem ab Tag 7 vaginale
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Spulungen zutdberpriifung auf Schwangerschaft mit ADsteriler isotonischer
Kochsalzlosung vorgenommen. Nach Totung der Tiere am9Jdd., 12 und 14
durch CQ-Begasung und anschlieiendem Genickbruch wurden die sgewa
ren Uteri entnommen. Wenn im Rahmen der VaginalspulundetuBgen beob-
achtet wurden (Verdacht auf spontanen Abort), erfolgtesdfertige Totung des
Tieres und Entnahme des Uterus. Die Anzahl der jeweils satdten Tiere und
feto-maternalen Einheiten pro Experiment wird uiathodersowieErgebnisse

aufgefihrt.
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Methoden

3.1 Vorbereitende Verfahren zu histologischen Un-

tersuchungen

3.1.1 Beschichtung der Objekttéger

Die Objekttrager werden zur Entfettung 10 Minuten in eldsaAceton getaucht,
fur 15 Minuten getrocknet, dann 10 Minuten mit 0,1 % Poly-Lysin in Aqua

bidest. beschichtet und anschlielRend wieder getrocknet.

3.1.2 Gewebebehandlung und Fixierung auf Objekttagern

Das der Maus entnommene Gewebe wurde in Tissue- Tek Eindgitim ent-
haltende Gewebsschalch@ryomolds)gelegt und bei -80°C eingefroren. Das
Schneiden des Gewebes mit dem Kryostaten erfolgte bei @smaperatur von
-20°C. Die Schnittdicke des Gewebes betruygné Die Kryoschnitte wurden auf
die beschichteten Objekttrager gebracht und 1 h getracklzh 10- minutiger

Fixierung in eiskaltem Aceton trockneten sie eine weitdten&e. Anschliel3end

28
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wurden sie zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2 Immunperoxidasefirbungen

Die Gewebeschnitte wurden zur Blockierung unspezifischedigen 10 Mi-
nuten 10 % normalen Ziegenserum ausgesetzt. Zur Bindunggenén Biotins
wurde das Gewebe jeweils 15 Minuten mit Avidin und Biotin degin- Biotin-
Blockierungssystems der Firma Dako inkubiert. Anschliel¥rfolgte eine 1 stiindi-
ge Exposition des Gewebes gegeniuiber dem jeweiligen RatieMaus Primaran-
tikorper. Nach wiederholten 5 mintuitigen WaschschrittenPBS wurde zur Inak-
tivierung endogener Peroxidase 3 % wassrigeg®Hir 10 Minuten eingesetzt.
Einer einstiindigen Inkubation der Schnitte mit biotyarlem Esel- anti- Ratte-
IgG als Sekundarantikorper folgten weitere Waschsighwiin jeweils 5 miniitiger
Dauer. Zur Verstarkung der Farbreaktion wurde das Gewabgraformiertem
Avidin-Biotin/Meerrettichperoxidase- Makromolekulkgplex des ABC- Kits fur
30 Minuten inkubiert und erneut mehrmals innerhalb 5 Minutdgt PBS gewa-
schen. Nachfolgend wurde der Komplex aus gebundenemémpek und Avidin-
Biotin/Meerrettichperoxidase durch eine 3,3-DiaminabeZNickelchlorid-Losung
des DAB- Kits 2-10 Minuten lang angefarbt. Die Gegenfaudpdes Gewebes er-
folgte durch Methylenblau.

3.3 Immunfluoreszenzérbungen

3.3.1 Aligemein

Zwei auf einer Zelle liegenden voneinander verschiederngane kdnnen mittels
Immunfluoreszenzfarbung simultan nachgewiesen werderhiBrfur verwende-

ten Antikorper sind entweder mit FluoresceinisothioatdfITC) oder Phycoery-
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thrin (PE) markiert. Die Gewebsschnitte wurden 15 Minutenld % normalem
Mausserum inkubiert und nachfolgend 30 Minuten dem jegeilimonoklonalen
Primarantikorper exponiert. Nach Beendigung der Inkiangzeit wurde wieder-
holt mit PBS fur 5 Minuten gewaschen. War der Primaraiei nicht direkt
markiert, folgte eine weitere 30 minitige Inkubation mE-Fonjugiertem Af-

finitats- gereinigten polyklonalen Maus- anti- Ratte- I§(@&b) Fragmenten als
Sekundarreagenz. Nach weiterem Waschen und 15 Minutevétion mit 10 %

normalem Rattenserum wurde das Gewebe fur 30 Minuten ejegien definierte
Epitope der Maus gerichteten, direkt FITC- konjugiertet®aanti- Maus mAk

ausgesetzt und erneut mit PBS gewaschen.

3.3.2 TUNEL-Assay

Die TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick-ktxlling
assay (TUNEL assayJarbung macht sich die Eigenschaft der Terminalen Des-
oxynucleotidyltransferase (TdT) zunutze, Nukleotide a®@B-Enden von DNA-
Doppelstrangbriichen zu binden. Da die in dieser Reaktofuigbaren Desoxy-
nukleotide an Fluorescein gekoppelt sind, kann man soragedBriiche in der
Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar machen. Doppeigbdiche existieren
auch im begrenzten Ausmalf unter normalen Bedingungen likezieén und wer-
den in der Regel durch spezifische Enzyme korrigiert; fekiemen bedingt
durch die Praparation ebenfalls Doppelstrangbriiche&sacht werden, doch tiber-
steigt die Anzahl der im Verlauf der Apoptose entstandenepp@lstrangfrag-
mente diese bei weitem. Eine apoptotische Zelle lasstsiahit in der Immun-
fluoreszenzmikroskopie leicht von einer normalen untessign. Abweichend
von der normalen Immunfluoreszenzfarbung missen die Gesehnitte zuerst
mit frisch hergestellter bei pH 7,4 eingestellter 4 % Para@ldehydldsung in
PBS fixiert und dann 2 Minuten lang mit 0,1 % Triton X-100-uag in 0,1 %
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Natriumzitratlosung auf Eis permeabilisiert werden. Wezhen soll fur eine hal-
be Stunde und danach in den folgenden Schritten fur miade€ Minuten mit
PBS gewaschen werden. Die TdT wird mit einer Nukleotidiigsgemischt und
auf die Objekttrager aufgetragen. Eine Positivkontralled durch Zugabe von
DNAse I, Grad I, erzielt, zur Negativkontrolle wird stattsd@eaktionsgemisches
lediglich die Nukleotidmischung aufgetragen. Eine halhgige Inkubation in ei-
nem verdunkelten Gefal3 bei 37°C schlief3t sich dem an. Dakacn mit den
Schnitten genauso verfahren werden wie bei einer Immurefizenzfarbung fur

ein oder zwei verschiedene Epitope.

3.3.3 Bildbetrachtung und -bearbeitung

Die Schnitte wurden am Tag der Farbungen mikroskopiscewsrtet. Die Auf-
nahmen der Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit eindtdlkigmera (Leica,
Bensheim bzw. Canon Inc., Tokyo, Japan) fotografiert unddert Programmen
Adobe Photoshop 6.0 und 7.0 (Adobe, Mountain View, CA, USA]J the GIMP
2.0 und 2.2 for UNIX (GNU Image Manipulating Program; Opemnf®e Software

unter der Lizenz der GPL) bearbeitet.

3.4 Quantifizierung ausgevahlter Leukozytensubpo-
pulationen

Pro Versuchsgruppe wurden 3 Tiere verwendet und pro Tierf@d3maternale
Einheiten untersucht. Von diesen wurden serielle Krysstatitte hergestellt. Da-
bei war darauf zu achten, dass eine Vergleichbarkeit vonigtfe, -ausrichtung
und -dicke erreicht wurde. Um ein doppeltes Zahlen eirezeltellen zu vermei-

den, war zu beachten, dass die Schnittebene zweier Gewaligssich um min-
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destens 42munterschied. Zur mikroskopischen Quantifizierung derptgilla-
tionen mittels eine Fluoreszenzmikroskops diente eire@ittz (10 x 10 Felder,
GroRe 1cn?; Leica, Bensheim). Bei einer 200 fachen VergroRerungulgetiie
ausgewertete Flache pro Gitternetz On25t. Der Durchmesser der uNK- Zellen
wurde mit der Mikrometerskala (100 kleine und 10 grof3e Siaaieeile, Lange 1
cm Leica, Bensheim) bestimmt. Bei einer 200 fachen Vergnafigentsprach ein

kleiner Skalenanteil einer Lange von/f.

3.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbungen

Zur Ubersichtsfarbung der Gewebsschnitte wurden die Obalet fur 5 Minu-
ten in saurem Hamalaun nach Mayer gefarbt, unter flieRahdrk Leitungswas-
ser geblaut und 10 Sekunden in eine 1 % Eosinlosung (gklldilkoholloslich)
in 70 % Ethanol gestellt. Nachfolgendes Einstellen der Gossehnite fiur 90 Se-
kunden in Leitungswasser, 10 Sekunden in 70 %, 10-15 Sekundg6 % und
abschliel3end 2 Minuten in absolutem Ethanol reguliertd~di®nuancen einzel-

ner Strukturen.

3.6 Statistik

Die statistische Analyse und Berechnung der Mediane deeaéblten Leukozy-
tenpopulationen erfolgte mittels Analyse-it (Analysedft@/are Ltd, Leeds, UK).
Nachdem die Varianz der Daten innerhalb einer Versuchggrapt dem Kruskal-
Wallis Test ermittelt worden war, erfolgte die Berechnurizggiicher Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen mit dem ungepaarten MannngyhU Test. Ein

Ergebnis wurde als signifikant erachtet, wena p,05 war.



Kapitel 4
Ergebnisse

Die Schwangerschaften, bei denen die folgenden Untersigeimudurchgefuhrt
wurden, beziehen sich auf syngene Wildtyp C57BL/6J-Sclgeesthaften. Bei
den Untersuchungen zu Defekten fur Fas und Fas-Ligandemuedenfalls syn-
gene Schwangerschaften mit einem C57BL/6J-Hintergruieddig@ natirlichen
Fasr - oderFaskF!“-Mutationen aufwiesen, betrachtet. Untersuchungen zopAp
tose in der normalen Schwangerschaft und bei Spontanaberieden anhand
von allogenen Balbc/C57BL/6J-Schwangerschaften aniifeste

Syngene C57BL/6J- und allogene Balbc/C57BL/6J-Schwathaften weisen
nur sehr geringe Unterschiede auf. Die Infiltration von Lezyken bei alloge-
nen Schwangerschaften ist insgesamt etwas starkerhbeiod jedoch stets zu
denselben Anteilen auf die normal in der Schwangerschéfeaenden Leukozy-

tensubpopulationen.

33
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4.1 Die Entwicklung der Plazenta in der murinen

Schwangerschaft

Wahrend der hamochorialen Plazentabildung dringt detdelrophoblast in die
mutterliche Decidua ein und kommt in direkten Kontakt mitittarlichen Im-
munzellen. Im Laufe dieser Entwicklung lasst sich eine #&ingung bestimmter
Zonen im schwangeren Uterus erkennen, die Decidua basati® der Tropho-
blast hineinwachst und die Decidua capsularis, die niohder Plazentabildung
beteiligt ist. Die Abbildung 4.1 zeigt diese Zonen im Vdthié zu ihrer Lage im

schwangeren Uterus.

Die Decidua basalis wird weiter unterteilt in die vaskel&@one, ein nahe dem
Trophoblasten gelegenes Areal, welches stark dilatieiitemiche Blutgefalie
enthalt, sowie die zentrale Decidua basalis, deren Gewelmpakter und durch
das Vorhandensein venoser Kanale und Arterien chaisaid#rist. Im Verlauf der
Schwangerschatft ist die Decidua basalis starken Umstiiekinngsprozessen un-
terworfen, da die Plazenta in diesen Bereich einwanderwimend der weiteren
Entwicklung mutterliches Gewebe ersetzt. Die Deciduasubgis ist an der Pla-
zentabildung nicht beteiligt. Die Stadien der beginnen@iexzentation am Tag 9,
der Mitte der Schwangerschaft (Tag 11) und der spaterew&@uerschaft (Tag
14) sind in den Abbildungen 4.2, 4.3 und 4.4 schematischesaedt.

Immunfluoreszenzmikroskopische Farbungen mit einem rg&ydokeratin ge-
richteteten mAk TROMA-1 stellen dabei den Trophoblastem ldeAusschnitten
sind mit HE-Farbung dargestellte Anteile der Decidua lismga sehen. Am Tag
9 der Schwangerschaft ist noch der RestBewplacental Conesu sehen, siehe
Abbildung 4.2.
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Im Vergleich zu Tag 9 der Schwangerschaft bleibt die Stniktung des uteri-
nen Gewebes in den oben beschriebenen decidualen Strukiuréag 11 nahezu
intakt, siehe Abbildung 4.3. Der fetale Trophoblast wahdefer in die Decidua
basalis ein. In der zweiten Halfte der Schwangerschait $ich die klare Un-
terteilung in Zonen langsam auf. Die Abbildung 4.4 zeigtden Schwanger-
schaftstag 14: Der Trophoblast ersetzt nun einen groReziddedes mutterlichen
Gewebes der Decidua basalis, die im Vergleich zu Tag 9 uncef Bchwanger-

schaft nur noch einen schmalen Saum bildet.
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Abbildung 4.1:Gebffneter Situs einer schwangeren Maus und schematiarstellung der
Schnittebenen im schwangeren Uterus. Der Situs der Maamidiag 9 der Schwangerschaft auf-
genommen worden, die schematische Darstellung bezidhtsitden Tag 8. (modifiziert nach:
The Biology of the Laboratory Mous2nd Ed., Jackson Laboratory, Editer Earl L. Green. Copy-
right 1966 McGraw-Hill, Inc.). M: Mesometrium, DB: Decidumsalis, VZ: vaskulare Zone, T:

Trophoblast, DC: Decidua capsularis.
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Abbildung 4.2:immunfluoreszenzfarbung (a), Schema (b) und HE-Farbahgdm Tag 9
des Trophoblasten und der Decidua basalis einer syngenéBLI&I-Schwangerschaft. Der in-
vasive epitheliale Trophoblast ist mit dem FITC-konjutgermAk gegen Cytokeratin TROMA-1
(weil3) angefarbt worden. Die Farbungen a und c sind jewait Photoshop aus Einzelaufnah-
men zusammengesetzt worden. ResteEdeplacental Conesind in der Abbildung a zu sehen.
DB: Decidua basalis, E: Embryonalhdhle, EE2toplacental ConeMM: Muscularis mucosae, M:

Mesometrium, T: Trophoblast, VZ vaskulare Zone
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Abbildung 4.3:Immunfluoreszenzfarbung (a), Schema (b) und HE-Farbeingm Tag 11 des
Trophoblasten und der Decidua basalis einer syngenen @648 chwangerschatft. Der invasive
epitheliale Trophoblast ist mit dem FITC-konjugierten mgdgen Cytokeratin TROMA-1 (weil3)
angefarbt worden. Die Farbungen a und c sind jeweils mité%hop aus Einzelaufnahmen zusam-
mengesetzt worden. DB: Decidua basalis, E: Embryonath@hlLabyrinthzone, MM: Muscularis

mucosae, M: Mesometrium, SP: Spongiotrophoblast, T: Tabfdst, VZ vaskulare Zone
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Abbildung 4.4:1mmunfluoreszenzfarbung (a), Schema (b) und HE-Farbcingm Tag 14 des
Trophoblasten und der Decidua basalis einer syngenen G638 chwangerschaft. Der invasive
epitheliale Trophoblast ist mit dem FITC-konjugierten mgégen Cytokeratin TROMA-1 (weil3)
angefarbt worden. Die Farbungen a und c sind jeweils mitté¥hop aus Einzelaufnahmen zu-
sammengesetzt worden. Der Trophoblast hat gro3e Teileelddda basalis ersetzt, siehe a. DB:
Decidua basalis, E: Embryonalhdhle, L: Labyrinthzone, Miuscularis mucosae, M: Mesome-

trium, SP: Spongiotrophoblast, VZ vaskulare Zone
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4.2 \erteilung mutterlicher Leukozyten im schwan-
geren Uterus

Innerhalb der abgrenzbaren Zonen der Decidua basalis imasgjeren Uterus
lassen sich verschiedene Leukozytenpopulationen nasbmgilie sich in der er-
sten Halfte der Schwangerschaft in einem einzigartigehtiberlappenden Mu-
ster anordnen. Im weiteren Verlauf der Schwangerschatfifmmer mehtber-

lappungen der Leukozytenzonen statt.

Mithilfe monoklonaler Antikorper gegen ausgewabhlte |@kérflachenmolekile
wurden die den schwangeren Uterus infiltrierenden Leulereyn den Tagen
9, 11 und 14 der Schwangerschaft untersucht (Abbildunggn46 und 4.7).
Am Tag 9 der Schwangerschaft dominieren zwei Leukozytdmp8pulationen in
der Decidua basalis, Zellen der Monozyten/Makrophagen(@D11*, Gr-1°,

Ly6G~) und uterine (u)NK-Zellen (Thy 179. Granuloyzten (CD11b, Ly6C,

Ly6G™) sind in geringen Zahlen vertreten, T-Zellen (CD¥ommen nur verein-

zelt vor.

In diesem Stadium der Schwangerschaft sind Granulozytematierliche Blut-
sinusoide im aul3eren Bereich des einwandernden Tropteblaeschrankt. Mo-
nozytare Zellen und vereinzelte Lymphozyten kommen inrdétterlichen Blut-
gefallen und im Gewebe der vaskularen Zone vor. uNK-Zél&fimden sich in
der zentralen Decidua basalis und detrial glandam Rande des Myometriums.
An der Grenze zwischen zentraler Decidua basalis und Myumesowie auch

in der daruiber liegenden Serosa kommen Makrophagen ebe gibbildung 4.5.

Am Tag 11 der Schwangerschaft bleiben die am Tag 9 bescheebé&onen weit-
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gehend erhalten. Es konnte aber eine dramatische ZunalendialDecidua ba-
salis infiltrierenden Leukozyten-Subpopulationen naeheggen werden. Zu die-
ser Zeit erreichen die uNK-Zellen ihre maximale Zellzahtl unfiltrieren die ge-

samte Decidua basalis. Sie stehen im engen Kontakt zum ed®saden Tropho-

blasten, wie Abbildung 4.6 zeigt.

Die im Bereich der vaskularen Zone vorherrschende Leueoppopulation stel-
len weiterhin monozytare Zellen dar, siehe Abbildung ¢&fplgt von einer ver-
mehrten Zahl an Granulozyten und T-Zellen. In den muttedn Blutsinusoiden
des aul3eren Trophoblasten konnte eine vermehrte Inbltrabn Granulozyten
und Monozyten nachgewiesen werden. Vereinzelt kommenaNehZellen und

T-Zellen vor.

Am Tag 14 kann keine Unterteilung in abgregrenzte Domanehrrnaorgenom-
men werden. Die Zahl der uNK-Zellen hat deutlich abgenomnvonozytare
Zellen kommen hauptsachlich im Gewebe, Granulozytenglmgeermehrt in den
dilatierten Blutgefal3en vor. Makrophagen befinden siclieslein am Rande des
Myometriums. Im Bereich der von Trophoblasten ausgektem®lutsinusoide
konnten vermehrt Granulozyten, aber auch Monozyten, Tedeind uNK-Zellen

nachgewiesen werden, siehe Abbildung 4.7.
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T-Zelle  Neutrophiler Monozyten- uNK-Zelle Makrophage
Granulozyt artige Zelle

Abbildung 4.5:0rganisation und Leukozytendarstellung am Tag 9 der Scherachaft mit
schematischer Darstellung des schwangeren Uterus. Imnouedizenzmikroskopische Aufnah-
men mit den PE-markierten mAk 1A8 gegen Ly-6G (a), 30H12 gegwey 1.2 (b), sowie M1/70
gegen CD11b (c). Der Trophoblast wurde mit dem FITC-matkiemAk TROMA-1 gegen Cyto-
keratin dargestellt. Die Abbildung a zeigt die Verteilung&G* Leukozyten im Bereich zwischen
der zentralen Decidua basalis und der vaskularen Zone emdTdophoblasten. Ly6-G Zellen
(gelb) lassen sich in geringer Zahl sowohl in der vaskulZiene als auch unmittelbar am auf3eren
Rand des Trophoblasten nachweisen (gelb, a). In der Abtailduwird die Verteilung von Thy
1.2" Leukozyten ebenfalls im Bereich zwischen der zentraleriddachasalis und der vaskularen
Zone dargestellt (gelb). Abbildung ¢ zeigt CD1'1beukozyten in der vaskularen Zone. DB: De-

cidua basalis, E: Embryonalhohle, T: Trophoblast, VZ kuéére Zone. VergroRerung: x200.
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o @ © 's Ely
T-Zelle  Neutrophiler Monozyten- uNK-Zelle Makrophage
Granulozyt artige Zelle

Abbildung 4.6:0Organisation und Leukozytendarstellung am Tag 11 der Scherachaft mit
schematischer Darstellung des schwangeren Uterus. Imnauedizenzmikroskopische Aufnah-
men mit den PE-markierten mAk 1A8 gegen Ly-6G (a), 30H12 gegwey 1.2 (b), sowie M1/70
gegen CD11b (c). Der Trophoblast wurde mit dem FITC-matgiremAk TROMA-1 gegen Cy-
tokeratin dargestellt. Es kann eine allgemeine ZunahmeAdeahl aller Leukozytenpopulatio-
nen im Vergleich zum Schwangerschaftstag 9 nachgewiesetewd y-6G- Zellen (gelb) lassen
sich am Tag 11 der Schwangerschaft vornehmlich in der vaskmlZone, aber auch in unmit-
telbarer Nahe zum Trophoblasten nachweisen (griin, a)TAgnl1 der Schwangerschaft ist die
hochste Akkumulation von Thy 172erreicht. Diese dominieren im Bereich der Decidua basalis
bis hin zum Trophoblasten (rot, b). Abbildung ¢ zeigt diete¢dung von CD11l Zellen in der
vaskularen Zone (weil3). DB: Decidua basalis, E: Embryodiae, L: Labyrinthzone, SP: Spon-

giotrophoblast, T: Trophoblast, VZ: vaskulare Zone. ¥éfgerung: x200.
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T-Zelle  Neutrophiler Monozyten- uNK-Zelle Makrophage
Granulozyt artige Zelle

Abbildung 4.7: Organisation und Leukozytendarstellung am Tag 14 der Seperachaft mit
schematischer Darstellung des schwangeren Uterus. Imnouedizenzmikroskopische Aufnah-
men mit den PE-markierten mAk 1A8 gegen Ly-6G (a), 30H12 geffey 1.2 (b) und M1/70
gegen CD11b (c). Der Trophoblast wurde mit dem FITC-mat&iemAk TROMA-1 gegen Cy-
tokeratin dargestellt. Am Tag 14 finden sich Ly-8@ellen (gelb) hauptsachlich in den dilatierten
BlutgefaRen, aber auch in unmittelbarer Nahe des Tropkt#n (griin, a). Die Zahl der Thy 172
uNK-Zellen hat gegeniiber Tag 11 abgenommen (gelb, b). IBiddn jedoch immer noch den
Bereich der Decidua basalis bis hin zum Trophoblasten aD4.16" Zellen befinden sich am
Tag 14 im Bereich der Decidua basalis (gelb, c) DB: Decidusalis SP: Spongiotrophoblast, T:

Trophoblast, L: Labyrinthzone, VZ: vaskulare Zone, E: Eyamalhdhle. VergrofZerung: x200.
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4.3 Expression von Fas und Fas-Ligand in der mu-

rinen Schwangerschaft

Fas und Fas-Ligand sind die am besten untersuchten Efeekider liganden-
vermittelten Apoptose und spielen eine wichtige Rolle in mheirinen Schwan-
gerschaft [56, 84, 85, 86, 87]. Um das Fas/Fas-Ligand-8ysteder murinen
Schwangerschaft zu untersuchen, ist die Kenntnis der iMertevom Apoptose-
induzierenden Fas-Ligand wie auch seines Rezeptors Figs imbden folgenden
Abschnitten wird deren Verteilung im schwangeren Uterud speziell auf den

den schwangeren Uterus infiltrierenden Leukozyten daeliest

4.3.1 Expressionvon Fas und Fas-Ligand im schwangeren Ute-

rus

Zum Zeitpunkt der beginnenden Plazentabildung wurde sbdiehExpression
von Fas als auch die Expression von Fas-Ligand im schwamdgéterus unter-
sucht. Doppelfarbungen mit FITC-konjugiertem anti-Ggatin mAk TROMA-
1 und PE-konjugiertem anti-Fas-Ligand mAk Jo2 zeigten &wrpression von
Fas-Ligand auf einzelnen Trophoblastenzellen vor alleraufderen Bereich des

einwandernden Trophoblasten an der Grenze zur Decidubsi@sdabildung 4.8).

Eine hohe Expression von Fas konnte am Tag 9 der murinen &dgenschaft
auf Stromazellen der Decidua basalis, die an den Trophteblangrenzen, nach-
gewiesen werden. Fas wird zudem auf einzelnen Trophoblzsiten exprimiert,
die die Reste deEctoplacental Coneamgeben, siehe Abbildung 4.8. Am Tag
11 der Schwangerschaft wird Fas weiterhin auf decidualemngtzellen in un-

mittelbarer Nahe zum Trophoblasten exprimiert. Insgesstrdie Expression von
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Fas etwas vermindertim Gegensatz zur beginnenden Pléipanfaie Expression
von Fas kann in der zweiten Halfte der Schwangerschaftewgit auf decidua-
len Stromazellen in unmittelbarer Nahe des Trophoblaséehgewiesen werden.
Zusatzlich wird Fas am Tag 14 der Schwangerschaft auchiazglaen Tropho-
blastenzellen in Bereichen exprimiert, die Fas-Ligasthd. Einzelne Endothel-
zellen der Gefal3e sowohlin der vaskularen Zone als audhasometrium zeigen

eine schwache Expression von Fas.

Am Tag 9 der Schwangerschaft konnte Fas-Ligand nicht nudaof Tropho-
blasten sondern auch auf einzelnen Endothelzellen dedwuen Gefalie nach-
gewiesen werden. Vereinzelt konnte Fas-Ligand auch aufdDalzellen um den
Trophoblasten dargestellt werden. In der Mitte der Schwesahaft (Tag 11), ist
das Verteilungsmuster von Fas-Ligand insgesamt gleichejm. Einzelne Zel-
len des stark ausgedehnten Trophoblasten an der Grenzeliierliohen Deci-
dua basalis tragen Fas-Ligand . Innerhalb der Deciduaibasatl Fas-Ligand-
Molekule ebenfalls auf vereinzelten Stromazellen nacblwa. In der zweiten
Halfte der Schwangerschaft, am Tag 14, ist die ExpresstwmRas-Ligand im
Vergleich zur Mitte der Schwangerschaft reduziert. Es simdnoch wenige ver-
einzeltete Fas-LigandZellen im Bereich des Trophoblasten wie auch in der De-

cidua basalis nachweisbar.

Die Decidua capsularis hingegen ist wahrend der gesanuenag)erschaft nicht

anfarbbar fur Fas oder Fas-Ligand.
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Fas-Ligand Fas-Ligand

Abbildung 4.8: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der Fas- uastLgand-
Expression an den Schwangerschaftstagen 9 und 11. DiexpaiesSion wird dargestellt mit dem
mAk Jo2, der Trophoblast wird mit dem gegen Cytokeratindaeten mAk TROMA-1 angefarbt.
Am Tag 9 der Schwangerschaft ist das den Trophoblasten uengetstroma kraftig anfarbbar fur
Fas (a, b). Abbildung b zeigt den mit anti-Cytokeratin mAkQMA-1 dargestellten Trophobla-
sten. Abbildung c zeigt die Fas-Expression auf dem den Tblalsten umgebenen Stroma am
Tag 11 der Schwangerschaft. Fas-Ligand wird durch Farboihglem mAk MFL3 dargestellt.
Am Tag 9 der Schwangerschaft konnen Restek#eplacental Conedes Trophoblasten darge-
stellt werden (d und e, griin). Lediglich das dectoplacental Conemgebene Stroma ist kraftig
Fas™ (d, rot), wahrend sich deEctoplacental Coneelbst fur Fas-Ligand anfarben lasst (e, rot).
Fas-Ligand hingegen findet sich nur auf vereinzelten Zeles zur Decidua basalis ausgerich-
teten Trophoblasten (f, rot). DB: Decidua basalis, ECtoplacental Cond: Trophoblast, VZ:

vaskulare Zone. VergrofZerung: x200.
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4.3.2 Expression von Fas und Fas-Ligand auf den Leukozyten

Im schwangeren Uterus

Die Expression von Fas und Fas-Ligand auf mutterlicherkbeyten kann mogli-
cherweise Aufschluld dariiber geben, inwieweit diese Aeéfieler Lage sind, de-
ciduales oder fetales Gewebe Uber den Fas-Ligand-algemgpoptoseweg zu
eliminieren oder inwieweit sie selbst empfanglich fiveil Fas-Ligand vermittelte

Apoptose sind.

An den Schwangerschaftstagen 9, 11 und 14 lassen sich jadotleukozyten in
sehr geringem Prozentsatz nachweisen, die fur Fas oddri@sd positiv sind.
Im Vergleich zu den Tagen 9 und 14 der Schwangerschaft kamtéag 11 kein
Unterschied in der Expression gefunden werden. Am Tag ltebeder weitaus
grof3te Teil der Leukozyten im schwangeren Uterus aus ulbked. Es kommt
an diesem Schwangerschaftstag zur maximalen Akkumulatiofnfiltrierenden
Leukozyten in die Decidua basalis. In der Tabelle 4.1 istEkpressionshaufig-
keit fur Fas und Fas-Ligand auf Leukozyten am Tag 11 der Solyerschaft auf-
gefuihrt, die Marker fur uterine NK-Zellen, Makrophag&ranulozyten, mono-
zytenartige Zellen oder T-Zellen tragen. Verwendet wurB&markierte mAk
gegen Fas (Jo2) und Fas-Ligand (MFL3). Die zelltypischeer@dchenmarker
fur mutterliche uterine Leukozyten wurden mit FITC-kogierten mAk gegen
CD 90.2 (30H12), CI:A3-1 (F4/80), Gr-1 (RB-8C5), CD11b (M) und CD3
(17A2) dargestelit.
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Expression von Fas und Fas-Ligand auf Leukozyten
Klon Antigen | Fas Fas-Ligand
UNK-Zellen |30H12 |CD90.2 | <5 %|< 1 %
Makrophagen F4/80 | CI:A3-1|< 5 %<5 %
Granulozyten| RB-8C5 | Gr-1 <5 % <5%
Monozyten | M1/70 |CD1llb |[< 1 %<1 %
T-Zellen 17A2 CD3: <1 % <1%

Tabelle 4.1: Fas- und Fas-Ligand-Expression auf mitterlichen uterioeukozyten am Tag
11 der Schwangerschaft. Von drei verschiedenen Mausetlenyeweils zwei fetomaternale Ein-
heiten ausgewahlt und von diesen wurden zehn Schnittesurctet. Pro Leukozytentyp wurden
funf nicht Uberlappende Ausschnitte im schwangerenustausgezahlt. Die Oberflachenmolekile
wurden mit dem jeweiligen FITC-konjugierten mAk gefabie Gegenfarbung erfolgte mit den

PE-markierte mAk gegen Fas (Jo2) und Fas-Ligand (MFL3).

4.4 Schwangerschaften Fas- und Fas-Ligand-defizienter

M ause

Fas und Fas-Ligand spielen eine entscheidende Rolle bd&eksitigung auto-
reaktiver oder auch nach einer Entziindung nicht mehr tigged Leukozyten.
Defekte fur Fas und Fas-Ligand fuhren unter anderem zer eélarch Akkumu-
lation von Leukozyten verursachten Lymphadenopathie.dmvangeren Uterus
der Maus ist das Vorhandensein von funktionsfahigen Leyiem, besonders von
uNK-Zellen, von entscheidender Bedeutung fir das Gelirgjger Schwanger-
schaft. uNK-Zellen lassen sich bereits an den frihen Soger@schaftstagen 6 und

7 im Uterus nachweisen. Sie proliferieren im schwangeremudtund erreichen
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ihre maximale Akkumulation am Tag 11. Von da an nimmt ihrelZamtinuier-
lich bis zum Ende der Schwangerschaft wieder ab. Es konritéheren Studien
gezeigt werden, dass die Abwesenheit von funktionstgehtuNK-Zellen zu ei-
nem unreifen Gefal3bett, einer daraus resultierenden dhaggorgung des Feten
und schlief3lich zu einer Verringerung der Anzahl von Nachkeen fuhrt, [56].
Um den Einflu3 des Fehlens von Fas bzw. des Fas-Ligand aufriveidklung
der uNK-Zellen in der Decidua basalis zu untersuchen, wdrdérofie und die
Anzahl der uNK-Zellen innerhalb der Deciduen von @§@-, B6-pr- und B6-
Wildtyp-Mausen am Tag 11 verglichen. In der Literatur fanden hiplaur die fur
funktionellen Fas-Ligand defiziente Bfid-Mause Beriicksichtigung. Verwendet
wurden mindestens drei Mause pro Mausstamm, von diesezilgemindestens
drei Einheiten mit je 10 Schnitten. Diese mussten einen kBtabstand von 42
pmaufweisen. Die uNK-Zellen wurden mit dem anti-Thy 1.2 mAkR02 darge-
stellt. Interessanterweise konnte in Bezug auf die AnzahluiNK-Zellen in der
Decidua basalis zwischen den drei untersuchten Mausstarkein signifikanter
Unterschied gefunden werden. Jedoch fand sich, dass diedeéN&n bei B6gld
und auch bei B8pr-Mausen signifikant kleiner waren als die bei normalen B6-
Wildtyp-Kontrollmausen. Wiesen die uNK-Zellen im Mittel 22n Durchmesser
auf, so war das bei den Bfid- und B64pr-Mausen nur 2Qum. Eine vermehrte
Infiltration oder das Fehlen anderer den schwangeren Utefiliserenden Leu-
kozyten konnte nicht festgestellt werden. Die Abbildung Zeigt die Anzahl der
uNK-Zellen pro 0,25mn? bei B64pr-und B6gld-Mausen am Schwangerschafts-
tag 11, die Abbildung 4.10 zeigt die Grol3e der uNK-Zellenayg 11.
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Anzahl der uNK-Zellen
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Anzahl pro betrachtetem Ausschnitt

Abbildung 4.9:Anzahl der uNK-Zellen pro 0,287 von B6-Wildtyp-, B6-gld- und B64pr-
Schwangerschaften. Die Box- and Whisker-Plots zeigenekesignifikanten Unterschied in Be-

zug auf die Anzahl der uNK pro 0,28n¥ (Angabe des Median, Perzentil und Spannweite).
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Grofte der uNK-Zellen

BL6 wt BL6 gld BL6 Ipr
Mausstamm

Abbildung 4.10: GroRe der uNK-Zellen imin einem Vergleich von Béjldtyp-, B6-gld-
und B64pr-Schwangerschaften am Tag 11. Die mit * markierten Box- ars®ér-Plots zeigen
einen signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe derBL/6J-Mause auf ( * : p< 0,05).
Die uNK-Zellen der Bégld-und B64pr-Mause waren signifikant kleiner als die von Béldtyp-

Mausen (Angabe des Median, Perzentil und Spannweite).

Die Gefallumbildung in der Decidua basalis wird entschedd@n der IFN=-
Produktion durch uNK-Zellen wahrend der ersten HalfteSihwangerschatft be-
einflusst. Das Auftreten einer hohen Anzahl nicht funkti@oktiger uNK-Zellen
im schwangeren Uterus kann moglicherweise zu einem madgelUmbau des
GefalRbettes und einem nicht schwangerschaftsgerechtvaih des Decidual-
gewebes fuhren. Es konnte jedoch trotz kleinerer uNKetelleder bei B@jld-
noch bei B6hpr-Mausen eine Veranderung im Bereich der Decidua bagalis i
Vergleich zu B6Wildtyp-Mausen festgestellt werden: Das Stroma zeigt eine nor-

male Zellularitat. Die Plazenten waren von vergleichb&@el3e.

Die Abbildung 4.11 zeigt die Anzahl der Nachkommen fur B@dtyp (n=20),
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fur B6-lpr (n=32) und fur Bégld (n=11). Es konnte kein signifikanter Unterschied
in der Haufigkeit der Nachkommen nachgewiesen werden. Rehkbmmen bei
den hier untersuchten Schwangerschaften waren nichteklais bei normalen

Mausen. Aborte konnten nicht nachgewiesen werden.

Anzahl der Nachkommen
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Abbildung 4.11:Anzahl der Nachkommen von B@4ldtyp-, B6-gld- und B64pr-Mausen. Es
wurden dabei fur B8Aildtyp-Mause 20 Schwangerschaften, fir Big-Mause 11 und fur Bépr-
Mause 32 Schwangerschaften beriicksichtigt. Hinsidhitier Anzahl der Nachkommen konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Mausstamfestgestellt werden (Angabe des

Median, Perzentil und Spannweite).
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4.5 Physiologisches Vorkommen von Apoptose in der

murinen Schwangerschaft

Apoptose ist nicht nur unter physiologischen BedingungerRegulator im Im-
munsystem, sondern findet auch in Geweben mit hohem Zeltarodar schnell
wachsenden Geweben wie Epithelien statt. Es konnten mgggdvahrend der
Schwangerschaft an den Tagen 11, 13 und 14 nur sehr wenigéépohe Leu-
kozyten gefunden werden. Es konnte in den Bereichen derraiim@hoblasten
angrenzenden Decidua basalis und innerhalb des Tropheblasr vereinzelt
apoptotische Zellen nachgewiesen werden, siehe Abbilduh®, b. Verwendet
wurde der Fluorescein-markierte TUNEL-Assay, mit dem apigche Zellkerne

anfarbbar werden.

4.6 Untersuchungen zur Leukozytenverteilung und
Apoptose im schwangeren Uterus der Maus un-

ter pathologischen Bedingungen

Im Rahmen der routinemaRig durchgefiihrten Vaginalspiin zutUberpriifung
auf eine vorliegende Schwangerschaft ab Tag 7 post coiturembei den Mausen
gelegentlich vaginale Blutungen an unterschiedlichem@dgerschaftstagen fest-
gestellt. Es wurde dann der Uterus sofort entnommen. Im &2ge zu blass-rosa
aussehenden fetomaternalen Einheiten normal verlaufeédatevangerschaften
waren die abortiven Einheiten durch Einblutungen blaueftudpt. Untersucht
wurden fetomaternale Einheiten von Aborten der Schwagbaftstage 11 (n=2),
13 (n=2) und 14 (n=2).
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Von den entnommenen Uteri wurden Kryostatschnitte angigfemd immunhi-
stologische Farbungen mit mAk gegen Cytokeratin und d=ti@iLeukozyteno-
berflachenantigene durchgefuhrt. Apoptotischen Zellerden durch den TUNEL-
Assay (FITC) detektiert.

Abortive Uteri sind durch einen degenerativen Tropholkelasharakterisiert. Um
eine relative Vergleichbarkeit der Gewebe zu gewahdeistvurde nur solches
Gewebe fur weitere Untersuchungen verwendet, in welchaeh fur Cytokeratin
positiver fetaler Trophoblast nachweisbar war. Bei demusgawahlten Untersu-
chungsmaterial lie3en sich hinsichtlich der Rekrutieromidterlicher Immunzel-
len Gemeinsamkeiten feststellen, die unabhangig vonrsuntbten Schwanger-

schaftstag waren.

Die an abortiven fetomaternalen Einheiten durchgefimirtemunhistologischen
Farbungen zeigten eine extreme Infiltration des fetalepfoblasten und der
mutterlichen vaskularen Zone durch myeloide Leukozyi@iese zeigten einen
ungewohnlich aktivierten Phanotyp (Gt 1CD111%), siehe Abbildung 4.12. Auch
potentiell alloreaktive T-Zellen (CD4 CD8"- Subpopulationen) konnten im Be-

reich des degenerierten Trophoblasten nachgewiesen myektbildung 4.13.

Bei normalen Schwangerschaften zeigen monozytare Zatiaser fetomaterna-
len Grenzschicht eine starke Expression von CD11b und emeache Expressi-
on von Gr-1 (CD11#,Gr-1°), wahrend sich Granulozyten mit Anti-Gr-1 mAk
RB6-8C5 stark anfarben lassen, aber nur eine schwacheti®edkmit Anti-

CD11b mAk M1/70 zeigen (CD11% Gr-1*). CD11b wird jedoch auf Granu-

lozyten nach Aktivierung sehr schnell hochreguliert [88].
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Um festzustellen, ob es sich bei den CD¥16r-1" exprimierenden Leukozy-
ten, die im Bereich des degenerierten Trophoblasten inti@borfetomaternalen
Einheiten nachgewiesen wurden, um Monozyten oder Grayidohandelt, wur-
den zusatzliche Farbungen mit dem mAk 1A8 durchgeflimGegensatz zu dem
mAKk Gr-1, der gegen die beiden Epitope Ly-6G und Ly-6C geedtlst, erkennt
der mAk 1A8 spezifisch Ly-6G, das auf Granulozyten (Ly*§@ber nicht auf
Monozyten (Ly-6G’) vorkommt. Immunhistologische Farbungen mit dem mAk
1A8 ergaben, dass die Mehrzahl der hochaktivierten Zellmm@ozyten darstell-
te, gefolgt von monozytaren Zellen. Die Farbungen mit désiNEL-Assay zeig-
ten bei abortiven Uteri sowohl eine hohe Rate an Apoptoserutn fir CD11b
und Gr-1 positiven myeloiden Leukozyten im Bereich des Tadpasten als auch

am Trophoblasten selbst, an Stellen der Gewebsdegeneratio
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Abbildung 4.12: Immunhistologische und Immunfluoreszenz-Farbung deriddec basa-
lis am Schwangerschaftstag 13 von normalen und abortiMegeslen BALB/c x C57BL/6J-
Schwangerschaften. a-d, h: Die Schnitte zeigen die vasklone (a-b) und die mutterlich/fetale
Grenzschicht (c-d) der normalen Decidua basalis am Schevacdigaftstag 13. Die mitterlichen
Blutgefalie in der vaskularen Zone beinhalten vornebhmtionozytare Zellen in ihrem Lumen,
welche sich intensiv mit dem gegen CD11b gerichteten Amfiki M1/70 anfarben lassen (a). Ly-
6G positive Granulozyten kommen nur in geringer Zahl vor J®r invasive Trophoblast wird mit
dem FITC-konjugierten mAk gegen Cytokeratin dargestghiig, c-d, h). Lediglich mutterliche
Blutsinusoide, die von Trophblastenzellen ausgekleidet sveisen Gr-1 Granulozyten (gelb, c)
und CD11B% monozytare Zellen (gelb, d) auf. e-h: Abortiver Uterus aag T3 der Schwanger-
schaft. Es kann eine dramatische Infiltration der vaskulaione durch myeloide Zellen gezeigt
werden, die den Marker Gr-1 tragemd dariiber hinaus auch eine starke Reaktivitat mit dem
anti-CD11b mAk M1/70 aufweisen (e-f). Diese Zellen infétmen mitterliche Blutgefale und das
Gewebe der vaskularen Zone (e-g) sowie den degeneriemdgmdblasten (h). Eine Farbung mit
gegen das Antigen Ly-6G gerichteten mAk 1A8 (g), der Gramytlien (Ly-6G"), aber keine Mo-
nozyten (Ly-6G’) in der Peripherie markiert, konnte zeigen, dass die Méthiker infiltrierenden

Zellen aktivierte Granulozyten sind. VergrofR3erung: x200
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TUNEL/Gr-1

TUNEL/GF-1

Abbildung 4.13:Immunfluoreszenzfarbung normaler und abortiver muringriam Tag
14 der Schwangerschaft. Der epitheliale Trophoblast wumieFITC-konjugiertem mAKk ge-
gen Cytokeratin identifiziert (griin, a, d, f-g). Der fetdleophoblast in einer normal verlaufen-
den Schwangerschaft enthalt nur geringe Zahlen von iefiéinden CD4% Leukozyten. Nur der
Trophoblast, der Blutsinusoide am Rande des aufReren dbtgten auskleidet, weist maternale
Leukozyten auf (a). Apoptotische Zellen kommen nur verglinim Bereich des Trophoblasten
vor (b). Dagegen wird in abortiven Uteri eine dramatischéutkulation von myeloiden Zellen,
die den Marker Gr-1 stark exprimieren (c) aber zusatzli€ilTh tragen (rot, d) nachgewiesen.
CD4+ und CD8+ T-Zellen werden im Trophhoblasten ebenfadishgewiesen, aber in deutlich
geringerer Anzahl (rot, f-g). Apoptotische Zellen inndthdes Trophoblasten wurden mit dem
TUNEL-Assay (FITC, griin) nachgewiesen. Die den degenternelTrophoblasten infiltrierenden
Gr-1" exprimierenden Granulozyten zeigen ebenfalls TUNEL-FIRE anti-Gr-1 Doppelposi-

tivitat (gelb, e). VergrofRerung: x200
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Diskussion

Im schwangeren Uterus - sowohl beim Menschen als auch bevidas - fin-
den sehr dynamische Umbauprozesse statt. Dartuiber hisadas Milieu des
schwangeren Uterus charakterisiert durch die Anwesenkesichiedener Leu-
kozytenpopulationen mit teilweise direktem Kontakt zuraken Trophoblasten.
Inzwischen ist bekannt, dass diese an wesentlichen Untstrelkungsprozessen
des Gewebes beteiligt sind und immunregulatorische Fométi ausiiben [9, 20,
89, 90, 91, 92]. Fur die Rekrutierung und Migration militérer Leukozyten wer-
den vaskularen Adhasionsmolekilen und Chemokinenibédeidua basalis, fur
die Funktionen, die sie erfullen, Zell-Zell-Kontakte devdslichen Faktoren wie
Cytokine eine wichtige Bedeutung zugeschrieben [42, 9B,[®¢ Fahigkeit zur
induzierbaren Apoptose wird ebenfalls im Zusammenhangimér erfolgreichen
Schwangerschatft diskutiert [35, 53, 54, 55, 56, 78, 79, 80].

Apoptose ist ein unverzichtbarer Teil jeglicher Form voncWWgtum und Ent-
wicklung im menschlichen Organismus [95, 96]. Der nach ¥ktung exo-
gen verursachte programmierte Zelltédtivation induced cell death (AICDat
als wichtigsten Effektor den Fas-Ligand und spielt einecogeinde Rolle in der

59
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Homoostase des Immunsystems und der Bewahrung des Imivilegs. Aller-
dings ist Fas-Ligand nicht der einzige Induktor aktiver pfase. Die meisten
stammen wie der Fas-Ligand aus der Tumornekrosefaktafsupée, wie der
Tumornekrosefaktotr (TNF-«) selbst und der TNF-related-apoptosis-inducing-
ligand (TRAIL). Es wird angenommen, dass sie weniger stgpkpiose induzie-

ren als Fas-Ligand [36, 56, 58, 59, 60, 61].

Fas und Fas-Ligand wurden zunachst auf Lymphozyten undZBlken nachge-
wiesen. Inzwischen ist eine Expression in vielen Gewebenallem immuno-
logisch privilegierten Organen wie Auge und Testis, nadbla. Auch in ande-
ren Geweben, die immunologisch nicht privilegiert sindpkten sowohl Fas als
auch Fas-Ligand gefunden werden [97]. Im Verlauf der Sclysesthaft konnte
ein sich wandelndes Expressionsmuster von Fas und Fasd.igaschwangeren

Uterus nachgewiesen werden.

Zum Zeitpunkt der beginnenen Plazentation am Tag 9 der Suwvachaft lasst
sich Fas-Ligand innerhalb des schwangeren Uterus zunhaohwereinzelt auf
Trophoblastenzellen, auf einzelnen Endothelzellen déafseder Decidua basa-
lis sowie auf einzelnen decidualen Stromazellen in unibarer Umgebung des
Trophoblasten nachweisen. Im Laufe der Schwangerschafhhtdie Expression
von Fas-Ligand weiter ab und beschrankt sich vornehmlitteenzelne Tropho-
blastenzellen und auf Endothelzellen der mutterlichefaGeim Bereich der De-

cidua basalis.

Fas hingegen wird starker exprimiert: Zu Beginn der Plét@m sind ein Grol3-
teil der an den Trophoblasten angrenzenden miutterlichiem@zellen der Deci-

dua basalis Fas positiv. Fas findet sich nur sehr selten agiiwelten Zellen des
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aul3eren Trophoblasten. Im weiteren Verlauf der Schwaieheft reduziert sich
die Expression von Fas so, dass nur noch deciduale Strdera@elnmittelbarer
Nahe zum Trophoblasten fur Fas anfarbbar sind. Am Tagal kman schliel3-
lich Fas wieder auf einzelnen Trophoblastenzellen findewjes auf einzelnen
Endothelzellen der mutterlichen GefalRe im Bereich dekutren Zone sowie
des Mesometriums. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Egme von Fas und
Fas-Ligand deckt sich mit dem in der Literatur beschriebdfgpressionsmuster

[56].

Die Expression von Fas-Ligand auf der Decidua basalis und B®phoblasten
wurde dahin gehend diskutiert, dass aktivierte Leukozyten semiallogenen Fe-
tus abgehalten werden konnen [56]. Ob daruber hinalistés Fas-Ligand, das
laut Literatur vom Trophoblasten sezerniert wird, effel&ipoptose induzieren
kann, ist noch nicht hinreichend untersucht worden [98,D85 stark exprimierte
Fas auf dem den Trophoblasten umgebenen Deciduagewehbtekdesn Tropho-
blasten bei der Invasion in die Decidua basalis unterstilt2ieser Eindruck wird
auch dadurch gestutzt, dass sowohl fur Fas als auch igaswiipostive Endothe-
lien in der Decidua basalis nachgewiesen werden konntenzé&itweise auftre-
tende Coexpression von Fas und Fas-Ligand auf Trophobhlasten konnte eine
Rolle beim Wachstum und Umbau des Trophoblasten spielaeitBeuf Bron-
chialepithelien konnte ein Mechanismus des Fas-LigasdsesrtenTurnoversn
beanspruchten Geweben beschrieben werden. Fas und Fastllignnen dabei
sogar auf derselben Zelle gefunden werden, die durch Anotokttion Apoptose

begeht [66, 97].

Von besonderer Bedeutung jedoch ist, inwieweit die den adlgerern Uterus in-

filtrierenden Leukozyten empfanglich fur Fas-Ligandrnagtelte Apoptose sind



KAPITEL 5. DISKUSSION 62

oder selbst in der Lage sind, mittels Fas-Ligand Apoptoseduzieren. Es wur-
de deswegen die Expression von Fas und Fas-Ligand auf detJtéeas in-
filtrierenden Leukozyten untersucht. Doppelimmunfluoceegiarbungen gegen
ausgewahlte Zelloberflachenantigene und Fas bzw. Fgemtiergaben, dass in
der normal verlaufenden Schwangerschaft nur 0 - 5 % derriaf¢ginden Leuko-

zyten Fas bzw. Fas-Ligand exprimieren

Da auch andere Molekile als Fas und Fas-Ligand an der limdukdn Apoptose
beteiligt sein konnen, wurde untersucht, in welchen Béwemn des schwangeren
Uterus Apoptose nachweisbar ist. Interessanterweiset&@poptose bei normal
verlaufenden Schwangerschaften nicht in dem decidualerefzeoder dem Tro-
phoblasten nachgewiesen werden. Der Fetus wies im Rahrimer satirlichen
Gewebeneu- und umbildung apoptotische Zellkerne auf. Liéetatur konnte im
Bereich der dem Uteruslumen zugeneigten Decidua capsulpoptose unter
anderem im Uterusepitel nachgewiesen werden. Das istmeemit entspre-
chenden Untersuchungen tiber die Autoregeneration séakspruchter Gewebe

[97, 100, 101].

Unter pathologischen Bedingungen einer Schwangerscimaféden ist Apoptose
ein haufiges Ereignis. Es konnte an Aborten an Tag 11, 13 drdefl Schwan-
gerschaft der Maus gezeigt werden, dass es aufgrund derétpdation von vas-
kularem P-Selektin auf mutterlichen GefalRen der Dexluasalis und des Tropho-
blasten zu einer dramatisch erhohten Rekrutierung von@oeayten kommt, die
einen ungewohnlich aktivierten Phanotyp (Gf; LD11B%) aufweisen. Diese ak-
tivierten Granulozyten infiltrieren nicht nur die mitieHen Gefal3e und Gewebe,
sondern auch den degenerativen Trophoblasten und urfearldort eine Kern-

fragmentation. Neben apoptotischen Leukozyten konnteh &ir die TUNEL-
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Reaktion positive Trophoblastenzellen nachgewiesen eve[ii02]. Clark hatte
bereits die Bedeutung von Granulozyten bei Mausen mitrdinben Abortrate
dargestellt [103]. Die Depletion dieser Zellen fuhrte mee Verminderung der
Schadigung des fetalen Gewebes. Des weiteren sind sgoAtaorte mit loka-
len Entziindungsreaktionen und der Aktivierung von Kompat assoziiert, des-
sen Spaltprodukte, besonders das C5a, chemotaktisch antiGzyten wirken
[104]. Die Induktion von Apoptose bei aktivierten Granujten im Rahmen von
abortiven Prozessen konnte vom Organismus benutzt wendemngewinschte
Effektorzellen zu entfernen und somit die Entziindundsdrea auf den Uterus zu

begrenzen.

Zwischen dem Vorliegen funktionsfahiger mutterlichexukozyten in der Deci-
dua basalis und dem Gelingen einer Schwangerschaft kometerge Beziehung
hergestellt werden. In diesem Zusammenhang konnte gexeigken, dass der
Umbau des mitterlichen GefaRbettes im schwangeren $J&rscheidend von
der Gegenwart reifer, IFN-produzierender uNK-Zellen abhangt [8, 105, 106]).
Es ist berichtet worden, dass Defekte innerhalb des Fati§asad-Systems eine
Schwangerschaft erschweren und dass eine massive Iiditrain Leukozyten
ab der Mitte der Schwangerschaft dem Plazentagewebe reasSchaden ver-
ursachen. Dadurch sei letztlich auch die Anzahl der Naclmkemreduziert und
die Haufigkeit von Aborten erhoht [56]. Um ein genauerelsl Bber die Aus-
wirkungen eines Defekts des Fas/Fas-Ligand-Systems iBaevangerschaft zu
gewinnen, wurden nicht nur Béld-Mause, die einen Defekt fur Fas-Ligand auf-
weisen, untersucht, sondern auch Mause mit einem Deliekteffi Rezeptor Fas,
die B64pr-Mause. Interessanterweise konnte kein signifikanteetdchied in der
Anzahl der Nachkommen von Bgld- und B64pr-Mausen im Vergleich zu nor-

malen B6Wildtyp-Mausen gefunden werden. Auch waren die Nachkommen nicht



KAPITEL 5. DISKUSSION 64

kleiner als die von B8A/ildtyp-Mausen. Die Gewebe der schwangeren Uteri von
B6-gld bzw. B64pr-Mause wiesen keine Nekrosen oder atypische Gewebsstruk-
turen auf. Hinsichtlich der Anzahl der haufigsten und wig$ten den schwange-
ren Uterus infiltrierenden Leukozytensubpopulationem,d¢K-Zellen, konnte
sowohl bei den B@ld- als auch den Bépr-Mausen kein Unterschied zu den B6-
Wildtyp-Mausen am Tag 11 der Schwangerschaft festgestellt weAdlemdings

fand sich, dass sowohl Bfld- als auch B@pr- Mause signifikant kleinere uNK-

Zellen in der Decidua basalis aufwiesen.

Die uNK-Zellen spielen eine bedeutende Rolle bei der deteduGefallumbil-
dung, die eine wachstumsangemessene Versorgung des fé@iebes mit Nahr-
stoffen sicherstellt. Sie erreichen ihre maximale Zatiread der Mitte der Schwan-
gerschaft. In der zweiten Hafte reduziert sich ihre Zallerlings ist wenig tiber
den dieser Zellverminderung zugrunde liegenden Mechargdmkannt [8].
Kusakabe et al. postulieren, dass Fas-exprimierende udlketZ Uber den Fas-
Ligand vermittelten Apoptoseweg eliminiert wirden [1ODRJes konnte jedoch

in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen an Mausen mit einem funktionellen Kidte Fas oder Fas-
Ligand bestatigen nicht die Ergebnisse der ArbeitsgruppeFrau Hunt [56].
Weder konnte nachgewiesen werden, dass die Anzahl der Niach&n, bedingt
durch eine hdohere Abortrate, geringer als bei normalendda war, noch zeigten
sich morphologische Unterschiede im Aufbau der schwamgeteri. Es konnte
desweiteren keine vermehrte Einwanderung von Leukozytamallem Granulo-

zyten im schwangeren Uterus nachgewiesen werden.

Wenn, wie Clark und Chaouat vorschlagen, ein funktionigesr~as/Fas-Ligand-
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System fur eine funktionierende Schwangerschaft vetazarhist, so muss das
nicht bedeuten, dass Apoptose als solche in der Schwaihgérserzichtbar ware
[80]. Es existiert eine Vielzahl von Effektoren der Apo@odie im schwangeren
Uterus gefunden werden und - zu einem grof3en Teil - vom Trolplsten gebildet
werden. Zu denen zahlen TNE-TRAIL und LIGHT [108, 109, 110]. Aber auch
Inhibitoren der Apoptose werden hier gebildet [111]. MOlgérweise existieren
diese Mechanismen unabhangig voneinander. Fergusorhati@n mit ihren Un-

tersuchungen zum Immunprivileg des Auges jedoch ein Msstérgegenseitig
bedingender Mechanismen gezeigt. So war in diesem Fallddhangigkeit des

Fas/Fas-Ligand-System von gleichzeitig vorliegendem-ENbd TNF-Rezeptor
Il nachweisbar [112]. Die Untersuchung dieser Arbeit kignmiarauf hinweisen,
dass die Bedeutung der Apoptose in der murinen Schwangdtsatniger in der

Abwehr alloreaktiver mutterlicher Leukozyten als vielmen der Limitierung

der Immunreaktion in einer Schwangerschaft unter pathetbgn Bedingungen

zu suchen sein kdnnte.
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Im schwangeren Uterus der Maus finden sehr dynamische Unmimasgse
statt. In der Decidua basalis befinden sich verschiedenkdzgtenpopulationen
mit teilweise direktem Kontakt zum Trophoblasten, die sbinocnmunregulato-
rische Funktionen austiben als auch direkt an den Umstiakingsprozessen
des Gewebes beteiligt sind. Als wichtiger Mechanismus détterlich-fetalen
Toleranz wird die Fas-Ligand abhangige Apoptose diskiutigahrend Fas vor-
nehmlich auf dem den Trophoblasten umgebenden Gewebe datuaebasalis
exprimiert wird, konzentriert sich die Expression von E&gand fast ausschliel3-
lich auf vereinzelte Zellen des der Decidua basalis zuggeeiTrophoblasten.
Der Anteil der Fas oder Fas-Ligand exprimierenden miitteeh Leukozyten ist
jedoch stets geringer als 5 %. Der Einflu? einer fehlendef_kggnd abhangigen
Apoptose wurde anhand von Mausen mit einem funktionellefekt fur Fas (B6-
Ipr-Mause) oder den Fas-Ligand (Bfd-Mause) untersucht. Zwar zeigen die Er-
gebnisse, dass die uterinen NK-Zellen beilB6-und B6gld-Mausen kleiner als
jene von Wildtypmausen sind, jedoch hat dies weder eintgkEauf den Gewe-
beaufbau des schwangeren Uterus noch auf die Anzahl dekbiachen. Unter
physiologischen Bedingungen lasst sich Apoptose lezhgin Embryo, jedoch
nicht im Gewebe der Decidua basalis, dem Trophoblasten water mutterli-
chen Leukozyten nachweisen. Unter den pathologischemBedgen eines Ab-
ortes hingegen findet sich sowohl im degenerierten Tro@stéh als auch unter
den den Trophoblasten infiltrierenden aktivierten Gramytien ein hoher Anteil
apoptotischer Zellen. Die Untersuchung dieser Arbeitrk&rdarauf hinweisen,
dass die Bedeutung der Apoptose weniger in der Abwehr alkbireer mutter-
licher Leukozyten in einer normal verlaufenden Schwardef als vielmehr
in der Limitierung von - besonders durch aktivierte Gramyten vermittelte -
Immunreaktionen auf den Uterus in einer Schwangerschadir pathologischen

Bedingungen zu suchen sein konnte.
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Abkurzungsverzeichnis

AICD
ALPS
BSA
CAD

Caspase

CD
CMV
CSF-1
DAB
DAF
DNA
dUTP
FADD
FITC
gld
GIMP
GM-CSF

activation induced cell death
Autoimmunes Lymphoproliferatives Syndrom
Bovines Serumalbumin

Caspase abhangige DNAse
Cysteinprotase, die hinter
Asparaginsaureresten spaltet

cluster of differentiation
Cytomegalovirus

colony stimulating factor-1
Diaminobenzidin

decay accelerating factor
deoxyribunucleic acid
Desoxi-Uridintriphosphat

fas associated death domain
Fluorescein-Isothiocyanat

generalized lymphoproliferative disease
GNU image manipulating program

granulocyte-macrophage colony stimulating factor
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HLA
IAP
[-CAD
IDO

mAK
MAdCAM-1
MHC
MIP-1«
MLR
MRNA
NK-Zellen
PBS

TdT

TGF3
TNF-a
TNFR-1/2
TRAIL

Treg

human leukocyte antigen

inhibitors of apoptosis

Inhibitor der Caspase abhangigen DNAse
Indolamin-2,3-dioxygenase

Immunglobulin

Interleukin

Interferonsy

killing inhibitory receptor

leukemia inhibitory factor

is homologous tdymphotoxins, exhibitsnducible expression,
and competes with Herpes Simplex Virus (HW)coprotein D
for HVEM, a receptor expressed Aylymphocytes
lymphoproliferation

monoklonaler Antikorper

mucosal addressin cell adhesion molecule-1
major histocompatibility complex

macrophage inflammatory protein-

mixed lymphocyte reaction

messenger ribonucleic acid

Naturliche Killerzellen

phosphate buffered saline

Terminale Desoxinukleodityltransferase
transforming growth facto#
Tumornekrosefaktot:
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1 bzw. 2
TNF related apoptosis inducing ligand

Regulatorische T-Zellen
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TUNEL TdT dUTP nick end-labeling
uNK-Zellen uterine Naturliche Killerzellen
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1

VEGF vascular endothelial growth factor
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im Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin deS®JH

Campus Lubeck

seit 2004 stellvertretender Leiter Blutspenderlabor und
stellvertretender Leiter Immunologie

seit 2005 Stellvertretender Stufenplanbeauftragter

seit 2007 Leiter Immunologie
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