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gez. Prof. Dr. med. Werner Solbach

- Dekan der Medizinischen Fakultät -



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 5

1.1 Leukozyten im schwangeren Uterus der Maus . . . . . . . . . . . 6

1.1.1 Uterine NK-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.1.2 Monozyten/Makrophagen . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

1.1.3 Dendritische Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

1.1.4 Granulozyten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

1.1.5 Lymphozyten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

1.2 Der schwangere Uterus als immunprivilegiertes Organ - Mecha-

nismen der mütterlich-fetalen Toleranz: . . . . . . . . . . . . . .11

1.2.1 Das Immunprivileg innerhalb des Organismus . . . . . . . 11

1.2.2 Der schwangere Uterus und die mütterlich-fetale Toleranz 12

1.3 Der Fas-Ligand-abhängige Apoptoseweg . . . . . . . . . . . . .. 16

1.3.1 Aktive Apoptose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

1.3.2 Intrinsische Apoptose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.3.3 Das Fas/Fas-Ligand-System im Immunprivileg und bei

der mütterlich fetalen Toleranz . . . . . . . . . . . . . . . 20

1.4 Zielsetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2 Material 22
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Kapitel 1

Einleitung

Die embryonale Entwicklung der Säugetiere ist abhängig von dem Vorhanden-

sein einer funktionellen Plazenta. Ihre hochspezialisierten Zellen (Trophoblast,

Entoderm und extraembryonales Mesoderm) bilden sich frühin der Entwicklung

und ermöglichen die Implantation, verankern den Embryo imuterinen Gewe-

be und bilden fetale Gefäße, die Nahrungsstoffe, Gase und Stoffwechselproduk-

te transportieren. Zusätzlich beeinflusst die Plazenta endokrine, immunologische

und stoffwechselphysiologische Funktionen der Mutter zumVorteil des Embryos.

In den letzten Jahren ist vor allem die Rolle der Plazenta alsimmunologischer

Berührungspunkt zwischen zwei genetisch unterschiedlichen Organismen erkannt

worden. Obwohl Fetus und Plazenta Merkmale der Mutter und des Vaters besit-

zen, kommt es während der Schwangerschaft zu keiner Abstoßungsreaktion. Ei-

ne besondere Rolle spielt der fetale Trophoblast, der eine Grenzschicht zwischen

Fetus und mütterlichem Immunsystem darstellt. Mütterliche Leukozyten können

physiologisch bis direkt an diese Grenzschicht gelangen, ohne das fetale Gewebe

zu zerstören. Ein mögliches Erklärungsmodell könnte die Induktion von Apopto-

se durch Fas-Ligand sein, dem wichtigsten Induzenten der ligandenvermittelten

Apoptose im Immunsystem.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG 6

1.1 Leukozyten im schwangeren Uterus der Maus

Die Vielfalt von Leukozyten im schwangeren Uterus ist ein Indiz dafür, dass die-

ser sehr wohl Ort vielfältiger immunologischer Aktivität ist. Sie treten mit dem

Trophoblasten und dem Stroma in Kontakt, kommunizieren untereinander und

nehmen somit Einfluss auf Proliferation, Migration und Produktion von Zytoki-

nen. Im schwangeren Uterus der Maus befinden sich vorwiegenddie uterinen Na-

tural Killer Cells (uNK), dann die Monozyten/Makrophagen,Dendritische Zellen,

Granulozyten und schließlich wenige Lymphozyten [1]. Die den Uterus infiltrie-

renden Leukozytensubpopulationen werden im folgenden vorgestellt:

1.1.1 Uterine NK-Zellen

Während NK-Zellen im peripheren Blut mit weniger als 15 % eine relativ klei-

ne Population darstellen, sind sie im schwangeren Uterus sowohl des Menschen

als auch der Maus mit über 70 % aller Leukozyten die dominierende Population

[2]. Unreife uNK-Zellen sind in dermetrial glandgelegen. Diese Struktur bildet

sich am mesometrialen Pol des schwangeren Mäuseuterus zurMitte der Schwan-

gerschaft hin aus. Untersuchungen der letzten Jahre deutendarauf hin, dass die

hohe Zahl der uNK-Zellen innerhalb des schwangeren Uterus zumindest beim

Menschen nicht durch Einwanderung sondern durch Proliferation innerhalb der

metrial glandherrührt [3]. Bis Tag 11 der murinen Schwangerschaft ist diese

Population in hoher Zahl anzutreffen, danach verringert sie sich. Möglicherweise

spielt Apoptose dabei eine Rolle [4].

uNK-Zellen unterscheiden sich von denen im peripheren Blut. Beim Menschen
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sind sie für CD56 positiv, tragen allerdings kein CD16 (Fcγ-RezeptorIII). Ebenso

wie periphere NK-Zellen weisen sie spezifische Rezeptoren für MHC-I-Moleküle,

killing inhibitory receptors(KIR) auf [5]. uNK-Zellen der Maus tragen an ihrer

Oberfläche Thy 1.2 (CD90.2), asialoGM1 und IL2Rβ. Sie weisen zahlreiche zy-

toplasmatische Granula auf, in denen sich Perforin, Serinproteasen und Granzyme

befinden [2, 6, 7].

Damit sind die uNK-Zellen von ihrer Ausstattung her eine mögliche Gefahr für

fetale Zellen. Trotzdem kommt es in einer normal verlaufenden Schwangerschaft

nicht zu zytolytischen Reaktionen von uNK-Zellen gegen fetales Gewebe. Die

Bindung von nicht klassischen MHC-I-Molekülen auf dem Trophoblasten an die

inhibierenden Rezeptoren der uNK-Zellen scheint die Zellein ihrer zytolytischen

Aktivität zu hemmen. Die Bedeutung der uNK-Zellen wird vielmehr im Umbau

mütterlicher Gefäße sowie der Förderung der Invasion des Trophoblasten in den

Uterus gesehen [8, 9].

Humane uNK-Zellen produzieren die ZytokineInterferon-γ (IFN-γ), granulo-

cyte-macrophage colony stimulating factor-1(GM-CSF),colony stimulating factor-

1 (CSF-1) und TNF-α. Darüber hinaus werden von ihnen auch die in der Angio-

genese wichtigen Faktorenleukemia inhibitory factor(LIF), vascular endothelial

growth factor(VEGF),placental growth factorundAngiopoetin 2freigesetzt.

In der murinen Schwangerschaft sind die uNK-Zellen der Hauptproduzent von

IFN-γ. Mäuse, denen uNK-Zellen fehlen, weisen ein uterines Gef¨aßbett auf, in

dem keine für die Schwangerschaft typische Weitung zu sehen ist [10, 11].

uNK-Zellen scheinen also eine wichtige Rolle bei der Ummodellierung des ute-
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rinen Gefäßbettes zu spielen. Beim Menschen wird die Aufweitung der Spiralar-

terien und der damit einhergehende Verlust der glatten Muskulatur in Verbindung

mit der Invasion extravillöser Zytotrophoblastzellen gebracht [12].

1.1.2 Monozyten/Makrophagen

Etwa 20 Prozent der mütterlichen Zellen im schwangeren Uterus sind Zellen der

Monozyten/Makrophagen-Linie [1]. Sie befinden sich zunächst im Myometri-

um und in dermetrial gland, werden aber auch in geringer Zahl in der Nähe

von Blutgefäßen der zentralen Decidua basalis angetroffen [13]. Gewebsständi-

ge Makrophagen sind in Abhängigkeit von ihrem Aufenthaltsort phänotypisch

sehr heterogen. Verschiedene Untersuchungen legen nahe, dass Makrophagen-

Subpopulationen nicht nur gemäß Reifestadium und Lokalisation, sondern auch in

Abhängigkeit vom Schwangerschaftsstadium für variierende Zytokinmuster und

-konzentrationen verantwortlich sind [14]: Mittels einermixed lymphocyte reacti-

on(MLR), der Makrophagen schwangerer Frauen beigefügt wurden, konnte nach-

gewiesen werden, dass diese eine MLR signifikant stärker supprimieren konnten

als periphere Monozyten [15]. Dagegen konnten Makrophagen, die Spontanabor-

ten entnommen wurden, gerade dies nicht bewirken [16]. Ein weiteres Indiz für

die Bedeutung der Rolle der Makrophagen während der Schwangerschaft liefern

Mäuse, die Defekte für von Makrophagen benötigte Wachstumsfaktoren tragen.

Sowohlop/opMäuse, die defizient für CSF-1 sind als auch Mäuse mit einem De-

fekt für GM-CSF, weisen eine eingeschränkte Funktion derMakrophagen auf und

sind nur eingeschränkt fortpflanzungsfähig [17]. Zudem konnte nachgewiesen

werden, dass Trophoblastzellenmacrophage inflamatory protein 1-α (MIP 1-α )

bilden, das die Einwanderung von Monozyten und uNK fördert[18].
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1.1.3 Dendritische Zellen

Obwohl dendritischen Zellen eine besondere Rolle als Modulator einer Immun-

antwort zugestanden wird, ist das Wissen über dendritische Zellen während der

Schwangerschaft noch vergleichsweise gering. Dendritische Zellen sind profes-

sionelle antigenpräsentierende Zellen, die eine Immunantwort auslösen, aufrecht-

erhalten und modulieren können. In Abhängigkeit von der Art des Antigens wird

eine Aktivierung des adaptiven Immunsystems ausgelöst oder periphere Toleranz

induziert. Es existieren verschiedene Subpopulationen dendritischer Zellen [19].

Kürzlich konnten dendritische Zellen im schwangeren Uterus der Maus und des

Menschen nachgewiesen werden [20, 21, 22, 23]. Allerdings herrscht weder in

Bezug auf den definitiven Phänotyp der im schwangeren Uterus befindlichen den-

dritischen Zellen, noch auf die Funktion, Abstammung und das Migrationsverhal-

ten Klarheit. Es wird diskutiert, dass sich in Abhängigkeit vom Zytokinmilieu und

anderen stimulierenden Signalen monozytäre Vorläuferzellen entweder zu Makro-

phagen oder zu dendritischen Zellen differenzieren [24].

1.1.4 Granulozyten

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

nächstgroße Population [1]. Sie sind nach Parr vorwiegendan der Grenzschicht

zwischen Trophoblast und Decidua basalis nachweisbar.Über ihre Funktion ist

wenig bekannt, jedoch liegt die Vermutung nahe, dass sie Zellreste von Decidua-

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

B- undαβ-T-Zellen, Haupteffektoren der adaptiven Immunantwort, scheinen ge-

rade während des frühen Stadiums einer normalen Schwangerschaft kaum vorzu-

kommen. In der zweiten Hälfte der Schwangerschaft nimmt die Zahl derαβ-T-

Zellen jedoch etwas zu.γδ- T-Zellen hingegen werden häufiger angetroffen. Einer

Annahme zufolge erkennenγδ- T-Zellen in der Decidua basalis Antigene des Tro-

phoblasten und limitieren dessen Wachstum in die Decidua basalis [25]. Zu den

kürzlich zu regulatorischen T-Zellen (Treg) zusammengefassten Zellen zählt man

T-Zellen, die die immunsuppressiven Zytokine IL-10 undtransforming growth

factor- β (TGF-β) freisetzen und somit die Aktivierung weiterer T-Zellen inhi-

bieren können [26, 27]. Zu den Treg-Zellen werden inzwischen auch die oben

genanntenγδ-T-Zellen gezählt, da auch sie über Sekretion von IL-10 und TGF-β

regulatorische Funktionen im schwangeren Uterus ausübenkönnen [28, 29]. Eine

weitere Population der Treg-Zellen bilden CD4+CD25+-Zellen. Diese werden als

Schlüsselstelle bei der Herunterregulation einer überschießenden Immunreaktion

angesehen [30, 31]. Auch im schwangeren Uterus konnten diese Zellen nach-

gewiesen werden. Einer jüngeren Studie zufolge ist jede vierte CD4+-Zelle im

schwangeren Uterus eine CD4+CD25+-Zelle [32].
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1.2 Der schwangere Uterus als immunprivilegiertes

Organ - Mechanismen der mütterlich-fetalen To-

leranz:

1.2.1 Das Immunprivileg innerhalb des Organismus

Organe, die scheinbar von immunologischen Reaktionen ausgenommen sind, wer-

den als immunprivilegiert beschrieben [33]. Dazu zählen das Gehirn und das

Auge, die Testes und Ovarien, der schwangere Uterus sowie die Haarfollikel. Be-

trachtet man die Folgen einer Immunreaktion auf die entsprechenden Gewebe,

dann erscheint ein Immunprivileg als durchaus zweckmäßig: Wird durch eine lo-

kale Infektion der Glaskörper des Auges betroffen, wird rasch der Erreger samt

infiziertem Gewebe vernichtet werden und an deren Stelle eine bindegewebige

Narbe entstehen. An der Netzhaut ist eine Immunreaktion ähnlich zerstörerisch.

Es kommt zur Vernarbung der neurosensorischen Netzhaut mitdem Pigmente-

pithel und der Aderhaut. Das führt zu einem irreversiblen Verlust der zentralen

Sehschärfe [34].

Die immunprivilegierten Organe genießen also einen Schutzvor den Folgen ei-

ner Immunreaktion, um nicht in ihrer Funktion behindert zu werden. Zerstörun-

gen dieser Gewebe durch das Immunsystem hätten fatale Folgen, da diese Gewe-

be schlecht regenerationsfähig, postmitotisch oder hochgradig differenziert sind.

Zellverluste sind nicht kompensierbar. Toleranz gegenüber Fremdantigenen, etwa

einem Virus, ist hier offenbar günstiger als dessen Elimination, die T-Zell vermit-

telte Zytolyse lokaler Zellen zur Folge hätte [35].

Mittlerweile weiß man, dass auch Fas-Ligand, ein wichtigerEffektor des pro-
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grammierten Zelltodes, auf den im folgenden eingegangen werden wird, konsti-

tutiv in immunprivilegierten Organen wie Auge, Testes und dem schwangerem

Uterus exprimiert wird. Aktivierte T-Zellen, die Fas auf ihrer Oberfläche expri-

mieren, können somit eliminiert werden, bevor sie dem entsprechenden Organ

Schaden zufügen können [36, 37, 38]. Es ist auch gelungen,experimentell ei-

ne immunprivilegierte Situation zu schaffen: So haben Bellgrau et al. FasL+ und

FasL− Sertoli-Zellen unter die Kapsel der Niere implantiert und festgestellt, dass

die FasL+ Sertoli-Zellen nicht abgestoßen wurden. Lau et al. konntenin einem

anderem Experiment Inselzellen des Pankreas gemeinsam mitFasL+ Myobla-

stenzellen unter der Nierenkapsel plazieren. Die diabetische Stoffwechsellage der

Tiere konnte solange ausgeglichen werden, solange die Myoblastenzellen FasL+

waren. [37, 39].

1.2.2 Der schwangere Uterus und die mütterlich-fetale Tole-

ranz

Sowohl von Seiten des mütterlichen als auch des fetalen Gewebes gehen Mecha-

nismen aus, die zur mütterlich-fetalen Toleranz führen.

Regulatorische T-Zellen und Makrophagen

Für Regulatorische T-Zellen sowie Makrophagen konnte einimmunsuppressiver

Effekt auf andere Leukozyten im Milieu des schwangeren Uterus nachgewiesen

werden. Diese Zellen sind im vorigen Abschnitt beschriebenworden.

Vaskuläre Adhäsionsmoleküle

Um Leukozyten aus dem Blut zu dem Ort einer Entzündung oder in ein lymphati-

sches Gewebe zu dirigieren, bedarf es spezifischer Adhäsionsmoleküle. Bedenkt
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man jedoch, mit welcher Geschwindigkeit Leukozyten im Blutstrom zirkulieren,

wird ersichtlich, dass die Adhäsion und der Austritt aus der Blutbahn, in mehre-

ren Schritten erfolgen muss: Zunächst wird ein erster Kontakt mit dem Endothel

hergestellt (tethering), dann wird der Leukozyt abgebremst (rolling), nach Ak-

tivierung durch Chemokine oder Entzündungsmediatoren kommt es zur stabilen

Bindung mit dem Endothel (arrest). Erst dann kann dieDiapedese, der Austritt

aus der Blutbahn, erfolgen. Adhäsionsmoleküle haben darüber hinaus noch wich-

tige Funktionen bei der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Leu-

kozyten. Bei einem Defekt für Adhäsionsmoleküle kann esdurch ungenügende

Rekrutierung von Leukozyten zu gravierenden, oft letal verlaufenden Krankheits-

bildern kommen [40, 41].

Im schwangeren Uterus, in der Phase der initialen Plazentaentwicklung konnte

ein spezielles Muster von vaskulären Adhäsionsmolekülen nachgewiesen wer-

den. Zelladhäsionsmoleküle der Immunglobulin- Superfamilie mucosal addressin

cell adhesion molecule-1(MAdCAM-1) und vascular cell adhesion molecule-1

(VCAM-1) fanden sich in bestimmten Mikrodomänen auf mütterlichen Gefäßen.

Während der leukozytengebundene Ligand desVCAM-1, dasα4β1-Integrin auf

uNK-Zellen gefunden wurde, tragen monozyten-ähnliche Zellen den Liganden

vonMAdCAM-1, dasα4β7-Integrin. Es ist daher denkbar, dass vaskuläre Adhäsi-

onsmoleküle eine Rolle bei der Auswahl und Plazierung der Leukozyten im Mi-

lieu des schwangeren Uterus der Maus spielen [42].

Inaktivierung der Komplementkaskade

Ein durch den Trophoblasten produziertes Crry-Protein hemmt die Ablagerung

der Komplementkomponenten C3 und C4 auf dem fetalen Gewebe und somit eine

Komplement-vermittelte, den Fetus zerstörende Immunreaktion. Wie nötig dieser
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zusätzliche Schutz fetalen Gewebes ist, zeigt die Tatsache, dass Schwangerschaf-

ten von Crry-defizienten Mäusen nicht erfolgreich beendetwerden können. Erst

eine Schwangerschaft von Crry und Komplement C3 doppelt defizienten Mäusen

führt zu Nachwuchs. Beim Menschen ist dies nicht bekannt, es wird allerdings

vermutet, dass der DAF in der menschlichen Schwangerschafteine ähnliche Funk-

tion hat [43].

Depletion freien Tryptophans

Die essentielle Aminosäure Tryptophan wird bei der Proliferation von T-Zellen

benötigt. Im schwangeren Uterus der Maus wird vom Trophoblasten ein Enzym,

die Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) gebildet, das Tryptophan degradiert und so-

mit die Proliferation der T-Zellen hemmt. Dieser lokale Schutz scheint unverzicht-

bar zu sein, da der Fetus bei Mäusen, die kein Tryptophan katabolisieren, durch

alloreaktive T-Zellen abgestoßen wird. Beim Menschen wirdzwar auch vom Syn-

cytiotrophoblasten IDO gebildet und es exisitiert auch einverringerter Trypto-

phanspiegel im Plasma von Schwangeren, aber bislang fehlt der Nachweis wie im

murinen System, dass der Tryptophanabbau essentiell für eine gelungene Schwan-

gerschaft ist [44, 45, 46].

Expression nicht klassischerMHC-Moleküle

Da der Fetus semiallogen ist, also zur Hälfte väterliche und mütterliches Erbgut

trägt, sind auch die Moleküle, die es dem Immunsystem präsentieren kann, zur

Hälfte väterlichen - also körperfremden - Ursprungs. Nach der Theorie derself-

nonself-discriminationmuss dieses Gewebe eliminiert werden. Sollte der Tropho-

blast dem Immunsystem der Mutter tatsächlich uneingeschränkt paternale Epitope

präsentieren, wäre eine Abstoßung des Fetus denkbar. Bestimmte Tumoren und

Viren wie das CMV können dem Wirtsimmunsystem die Erkennung dadurch er-
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schweren, dass sie die Expression vonMHC-Klasse-I-Molekülen, deren Bindung

an Fremdantigene unterbinden oder deren Abbau beschleunigen [47, 48].

Beim menschlichen Trophoblasten ist das Fehlen der HLA-A und HLA-B-Moleküle

aus demMajor Histocompatibility Complex(MHC) der Klasse I sowie das der

gesamten Klasse II augenfällig. In Spuren werden HLA-C unddie demMinor

Histocompatibility Complexzugerechneten HLA-E und HLA-G exprimiert. Im

Gegensatz zu den hochpolymorphen HLA-A und HLA-B sind diesenur in der

Lage, eine beschränkte Auswahl an Antigenen zu präsentieren [49].

Das Vorkommen von MHC-Klasse-I-Molekülen hemmt NK-Zellen. Zellen, bei

denen wie etwa innerhalb von Tumoren oder bei virusinfizierten Zellen die Ex-

pression von MHC-Klasse-I-Molekülen unterdrückt oder nur ungenügend ist, können

leichter einer Zytolyse durch NK-Zellen anheimfallen. Es wird angenommen, dass

eine Veränderung der Dichte an MHC-Klasse-I-Molekülen und eine Veränderung

der Strukur von membrangebundenen Glykoproteinen aktivierend auf zytolyti-

sche NK-Zellen wirken können [50, 51]. Das oben bereits erwähnte, vom Tro-

phoblasten exprimierte HLA-G, bindet inhibitorische Rezeptoren auf uNK. Damit

werden die uNK an der Zytolyse von fetalem Gewebe gehindert [52].

Fas-Ligand

Dem Fas-Ligand abhängigen Apoptoseweg wird von zahlreichen Arbeitsgruppen

eine Rolle beim Schutz des Fetus vor allem vor mütterlichenaktivierten alloreak-

tiven T-Zellen zugeschrieben [53, 54, 55, 56]. Der folgendeAbschnitt beschäftigt

sich eingehender mit der Rolle von Fas-Ligand und der Apoptose.
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1.3 Der Fas-Ligand-abḧangige Apoptoseweg

Mit Apoptose, aus dem Griechischen fürAbwurf, Niedergang, ist der gezielte

Zelluntergang gemeint. Sowohl bei der Regulation biologischen Wachstums als

auch bei der Selektion von Zellen des Immunsystems spielt Apoptose eine unver-

zichtbare Rolle. Grundsätzlich können die Auslöser, die Apoptose bewirken, sehr

verschieden sein. Im wohl am besten untersuchten Mechanismus, durch Fas und

Fas-Ligand, wird Apoptose über eine Rezeptor-Liganden-Assoziation aktiv indu-

ziert. Von einer passiven Induktion wird dann gesprochen, wenn gerade das Fehlen

eines sonst vorhandenen Liganden zu einem programmierten Zelltod führt. [57].

Darüber hinaus existiert auch ein endogener, zumeist durch sogenannteStresssig-

naleeingeleiteter in die Apoptose mündender Pfad.

1.3.1 Aktive Apoptose

Activation induced cell death (AICD), der infolge einer Aktivierung von außen

verursachte Zelltod, istder primäre homöostatische Mechanismus des Immun-

systems, um T-Zell-Reaktionen unter Kontrolle zu behalten, Autoimmunität zu

vermeiden, Selbsttoleranz zu vermitteln und das Immunprivileg zu erhalten [58,

59, 60, 61, 36].

Die bekanntesten Effektoren sind, wie oben erwähnt, Fas-Ligand und sein Re-

zeptor Fas. Neben Fas und Fas-Ligand existieren noch zahlreiche weitere Ligand-

Rezeptor-Interaktionen, die zur Apoptose führen, wie dieInteraktion zwischen

TNF und seinem Rezeptor TNFR-1. Sowohl Fas-Ligand als auch TNF gehören

zur Tumornekrosefaktor-(TNF)-Superfamilie, Fas und TNFR-1 entsprechend zur

Tumornekrosefaktorrezeptor- (TNFR)-Superfamilie. Zahlreiche degenerative oder
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autoimmune Störungen werden mit einer Fehlregulation derFas/Fas- Ligand abhängi-

gen AICD in Verbindung gebracht [62]. Maus-Zuchtstämme, die einen funktio-

nalen Defekt innerhalb des Genes für Fas, die sogenannteFaslpr-Mutation (die

lpr-Maus) oder für Fas- Ligand, dieFaslgld-Mutation (diegld-Maus) tragen, ent-

wickeln schwere lymphoproliferative Störungen und Autoimmunität [62, 63], die

seine Ursache in einen Mangel an Antigen-induzierter T-Zell-Deletion in der Pe-

ripherie hat [64, 65].

T-Zellen exprimieren Fas und Fas- Ligand im Verlauf einer Aktivierung und wer-

den nach wiederholter Antigenstimulation sensitiv für Fas/Fas-Ligand abhängige

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

Das Fas-Ligand-Homotrimer wird von Fas-Monomeren auf der Zielzelle erkannt.

Drei Fas-Monomere vereinigen sich dann zu einem Homotrimer. Somit kom-

men auch die intrazellulären Enden der Fas-Moleküle in enge räumlichen Nähe.

Adaptorproteine, die sogenannten Fas assoziierten TodesdomänenFas Associa-

ted Death Domains (FADD), binden nun intrazelluär an diese Enden. An diese

wiederum binden Cysteinproteasen, die Proteinketten hinter Asparaginsäureresten

spalten und daher alsCaspasenbezeichnet werden. Zunächst ist dies die Procas-

pase 8, die dort in die Caspase 8 umgewandelt wird und neben der Procaspase 3

auch die Procaspase 8 selbst spalten kann. Ein ganzes Systemsich aktivierender

Proteasen kommt somit in Gang. Die schließlich entstandeneaktivierte Caspa-

se 3 spaltet nun den Inhibitor der Caspase-aktivierbaren DNAse (I-CAD), der an

die Caspase-aktivierbare DNAse gebunden ist. Eine nun nicht mehr in ihrer Akti-

vität gehemmte CAD dringt in den Zellkern ein, wo sie dann die DNA in für die

Apoptose charakteristische Fragmente von 200 Basenpaare spaltet. Spätestens zu

diesem Zeitpunkt ist die Zelle nicht mehr funktionsfähig.
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Caspasen sind in der Lage, nach Aktivierung durch eine ebensolche Spaltung

lawinenartig andere Procaspasen in Caspasen umzuwandeln und diesen Prozess

somit nicht nur zu verstärken, sondern auch unumkehrbar zumachen. Es scheint

von der Art der Zelle abzuhängen, wie groß die Kaskade sein muss, um Apoptose

auszulösen. In einigen Zellen reicht dazu allein die Aktivierung der Caspase 8 aus

[69]. Mit der Gerinnungs- und der Komplementaktivierung sind weitere selbst-

verstärkende Kaskaden bekannt, die über Spaltung eines inaktiven Vorläuferpro-

teins in zumindest einen aktivierten Teil Folgeproteineentsichernkann.

Bei passiver Apoptose dagegen kommt es zum Zelluntergang nicht durchBin-

dungeines Liganden, sondern vielmehr durch dasFehlender Bindung mit einem

Liganden, etwa einem Wachstumsfaktor während der Bildungder Gliedmaßen in

der Embryogenese [57].

1.3.2 Intrinsische Apoptose

Letztlich gibt es eine weitere Möglichkeit, den intrinsischen Pfad der Apopto-

se: Eine Beschädigung bzw. Schwellung der Mitochondrien kann zu einer Frei-

setzung von Cytochrom c führen. Im Cytoplasma bildet dies mit Apaf-1 einen

Komplex, der Caspasen aktivieren kann. Dies sind nicht unbedingt dieselben wie

in der extrinsischen Aktivierung, allerdings konvergiertauch deren Aktivierung

in der Spaltung von I-CAD, dem Eindringen von CAD in den Zellkern und der

darauf folgenden Hydrolyse der DNA in Doppelstrangabschnitte von 200 Basen-

paaren Länge. Ein Onkogen, das bei einem Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) der

B-Zell-Reihe isoliert worden war, das bcl-2, ist zum Beispiel in der Lage, durch

Bindung an die Membran der Mitochondrien das Heraustreten von Cytochrom c

aus den Mitochondrien zu verhindern. Somit kann Apoptose vermieden werden.
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Bcl-2 gehört zu einer ganzen Familie ähnlicher Proteine,von denen die einen wie

bcl-2 antiapoptotisch, andere hingegen wie bax und bad proapoptotisch wirken

können. Diese Proteine sind in dimerisierter Form wirksam. So kann bcl-2 nur als

Homodimer wirken, als Heterodimer mit bax als anderer Hälfte ist es wirkungslos.

Insoweit ist die Ratio aus bcl-2 und bax entscheidend für Leben oder Untergang

der Zelle und nicht die Menge eines Proteins allein [70, 71, 72].

Bei der Modulation des intrinsischen Pfades der Apoptose spielt das Protein p53

eine überragende Rolle. P53 kann durch sehr unterschiedliche Stimuli, die in der

Literatur unterStresssignalengebündelt werden, aktiviert werden. Je nach Schädi-

gung der Zelle kann durch p53 das Anhalten des normalen Zellzyklus, eine vorzei-

tige Zellalterung oder der programmierte Zelltod veranlasst werden. Viele bösarti-

ge Tumore weisen einen funktionellen Defekt für p53 auf. Unter anderem wegen

dieser Eigenschaften wird ihm alsWächter des Genomsin der Krebsforschung

hohes Interesse entgegengebracht. Bei der Entwicklung einer Gentherapie ist die

Rekonstitution eines funktionalen p53 oft eines der vorrangigen Ziele. Wie p53

Apoptose auslöst, ist jedoch nur unzureichend verstanden[73, 74, 75, 76, 77].

Eine - intrinsische -̈Uberexpression von bcl-2 kann eine extrinsische Aktivie-

rung durch Fas aufheben und entsprechend umgekehrt die Gegenwart von TNF-α

über Bildung des Transkriptionsfaktors NFκB die Expression proapoptotischer

Mitglieder der bcl-2-Familie bewirken und einen bcl-2 vermitteltenÜberlebens-

impuls doch noch umkehren. Somit ist eine klare Trennung zwischen extrinsischer

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

der mütterlich fetalen Toleranz

Bedenkt man die Möglichkeiten der aktiven Apoptose, so istdas Fas/Fas-Ligand-

System wohl das am besten erforschte, aber bei weitem nicht dass einzige. Tumor-

Nekrose-Faktorα (TNF-α) und TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)

sind ebenfalls sehr potente Induktoren, allerdings ist wenig bekannt über die Fein-

regulation der Induktoren untereinander. Man kann davon ausgehen, dass das Im-

munprivileg keine statische Situation darstellt, sonderneinen aktiven Prozess, der

vielfältiger Regulation unterliegt. Da das Fas/Fas-Ligand-System den wichtig-

sten Representanten der aktiven Apoptose im Immunsystem darstellt, wurde es

während der Schwangerschaft untersucht [35, 53, 54, 55, 56, 78, 79, 80].



KAPITEL 1. EINLEITUNG 21

1.4 Zielsetzung

Die während der Schwangerschaft andauernde Toleranz des semiallogenen Feten

durch den mütterlichen Organismus stellt ein immunologisches Paradox dar. Ei-

ne schwangerschaftsspezifische Modulierung des mütterlichen Immunsystems ist

offenbar von besonderer Bedeutung für dasÜberleben und Wachstum des Feten.

Insbesondere die Regulierung der im schwangeren Uterus vorliegenden Leukozy-

ten hat einen großen Einfluss auf den Verlauf der Schwangerschaft.

Ziel dieser Arbeit war es, das spezifische Expressionsmuster von Fas und Fas-

Ligand im schwangeren Uterus und den Einfluss des Fas-Ligandabhängigen Apop-

toseweges auf die murine Schwangerschaft zu untersuchen. Es wurden nicht nur

Untersuchungen von Schwangerschaften bei Wildtyp-Mäusen sondern auch bei

Mäusen, die durch eine natürlich Mutation einen funktionellen Defekt für Fas

oder Fas-Ligand haben, durchgeführt. Diese Experimente sollten helfen, die Be-

deutung der die Apoptose induzierenden Moleküle Fas und Fas-Ligand in der

murinen Schwangerschaft zu verstehen.

Von besonderem Interesse waren Untersuchungen zum Auftreten zur Leukozyten-

verteilung und Apoptose unter pathologischen und physiologischen Bedingungen.

Dies könnte zum Verständnis der Regulation von Immunreaktionen beitragen, die

an der Apoptose beteiligt sind. Da angenommen wird, dass diein der Maus von-

statten gehenden Immunreaktionen in ähnlicher Weise im Mensch ablaufen, wäre

die Erforschung dieser Aspekte möglicherweise für den Menschen von Relevanz.

Somit könnte eine bessere Kenntnis der funktionellen Bedeutung der Fas-Ligand

vermittelten Apoptose im schwangeren Uterus der Maus einenAnknüpfungspunkt

für die Untersuchung immunologisch bedingter Störungenbeim Menschen dar-

stellen.
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Material

2.1 Ger̈ate

Analysenwaage LC 6200S; Sartorius, Göttingen

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

Färbekammer Magic Immuno Staining Tray; Cell path plc, H-Hempstead, USA

Fluoreszenzmikroskop DMLM DC350F; Leica, Bensheim

Gefriermikrotom Kryostat CM 1850; Leica Bensheim

Gefriertruhe -80 °C; Nuaire, Plymouth, USA

Gewebe-Eindeckmedium Crystal Mount; Biomeda Corp., Foster City, CA, USA

Gitternetz (10 x 10 Felder, Größe 1 cm2); Leica, Bensheim

Laborwaage 12116 MP; Sartorius, Göttingen

Magnetrührer; Heidolph, Kehlheim

Mikrometer-Skala (100 Skalenteile, Länge 1 cm); Leica, Bensheim

Objektträger Super Frost; Menzel Gläser, Braunschweig

PAP Pen Liquid Blocker Slide Marker; Cedarlane Laboratories Ltd., Hornby, On-

tario, Kanada

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

22



KAPITEL 2. MATERIAL 23

Pipette Combi-Pipette Typ 3180L; Eppendorf, Hamburg

Pipetten Vario-Mirkoliterpipetten 0,5-10µl, 10-100µl, 200-1000µl; Eppendorf,

Hamburg

Pipettenspitzen, 1-10µl, 10-100µl, 200-1000µl; Greiner, Nürtingen

Pipettenspitzen, Combitips, steril, 0,5 ml, 1,25 ml, 2,5 ml, 5 ml, 12,5 ml; Eppen-

dorf, Hamburg

Reagenzgefäße, 1,5 ml; Sarstedt, Nümbrecht

Reagenzgefäße, 1,5 ml, mit Schraubdeckel; Sarstedt, Nümbrecht

Reagenzröhrchen; Sarstedt, Nümbrecht

Sterile Werkbank II AI B3; Nuaire, Plymouth, USA

Tissue-Tek Cryomold Größen Biopsy, Intermediate, Standard; Sakura 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, Lösungen und Zus̈atze

Aceton; Merck, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA); Fluka Biochemika, Neu Ulm

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS); Cambrex Bioscience Verviers, Ver-

viers, Belgien

Eosin (gelblich, alkohollöslich); Merck, Darmstadt

Ethanol; Merck, Darmstadt

Methylenblau; Merck, Darmstadt

Natriumazid; Merck, Darmstadt
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Paraformaldehyd

Poly- L- Lysin; Sigma, Taufkirchen

Saures Hämalaun 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 Primärantik örper

Die für diese Arbeit verwendeten monoklonalen Primärantikörper (mAk), ihre Be-

zugsquelle, ihr zu bindendes Antigen sowie dessen Lokalisation im Organismus

der Maus sind in Tabelle 2.1 dargestellt. Sofern diese Antikörper von anderen

Wissenschaftlern zur Verfügung gestellt wurden, wird miteiner Literaturangabe

auf die Erstbeschreibung des jeweiligen mAk verwiesen.
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Verwendete Primärantikörper

Klon Antigen Lokalisation Bezugsquelle

TROMA-1 Cytokeratin charakteristisch für M.B. Omary,

K8 einfache Epithelien Stanford University [81]

30 H12 CD90.2 NK-Zellsubpopulation, BD Biosciences Pharmingen,

(Thy 1.2) T-Zellen Heidelberg

1A8 Ly-6G Polymorphkernige BD Biosciences Pharmingen,

Zellen Heidelberg

RB-8C5 Ly-6G und Polymorphkernige BD Biosciences Pharmingen

Ly-6C (Gr-1) Zellen und Monozyten Heidelberg

17A2 CD3ε T-Zellen BD Biosciences Pharmingen,

Heidelberg

GK1.5 CD4 T-Zell- BD Biosciences Pharmingen

Subpopulation Heidelberg

Ly-2 CD8 T-Zell- BD Biosciences Pharmingen

Subpopulation Heidelberg

F4/80 CI: A3-1 reife Makrophagen Invitrogen Karlsruhe

M1/70 CD11b Monozyten, BD Biosciences Pharmingen,

aktivierte Granulozyten Heidelberg

3OG.12 CD45 alle Leukozyten, BD Biosciences PharMingen,

bei inflammatorischen Heidelberg

Prozessen hochreguliert

RB40.34.4 CD62P Plättchen, Dr. D. Vestweber,

(P- Selektin) aktivierte EC Universität Münster [82]

MFL3 CD95 (Fas) Lymphozyten, kein Ge- Becton Dickinson,

Ligand webe ausgeschlossen Heidelberg

[66, 67, 68, 83]

Jo2 CD95 (Fas) Lymphozyten, kein Ge- Becton Dickinson,

webe ausgeschlossen Heidelberg

[66, 67, 68, 83]

Tabelle 2.1: Verwendete Primärantikörper



KAPITEL 2. MATERIAL 26

2.5 Sekund̈arantik örper

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

monoklonales Maus- anti- Ratte- IgG2a, PE- oder FITC konjugiert; BD Bios-

ciences PharMingen, Heidelberg

polyklonale Maus- anti- Ratte- IgG F(ab)2 Fragmente, PE-konjugiert; Chroma-

probe, Mountain View, USA

2.6 Sonstige Reagenzien

Avidin- Biotin Blockierungssystem; Dako, Hamburg

DAB (Diaminobenzidin)- Kit; Vector Laboratories, Burlingame, USA

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein; Roche Diagnostics, Mannheim

Vectastain ABC- Kit; Vector Laboratories, Burlingame, USA

2.7 Mäuse

Weibliche Balb/c, weibliche und männliche C57BL/6J-Wildtyp-, B6.MRL-Tnfrsf6lpr/J-

sowie B6Smn.C3-Tnfsf6gld/J-Mäuse wurden von Charles River Deutschland, Sulz-

feld bezogen. Die Mäuse wurden bei einem 12- stündigen Tages- und Nachtrhyth-

mus gehalten und erhielten Wasser und Futterpelletsad libitum. Zur Erzeugung

allogener Schwangerschaften wurden Balb/c Weibchen mit C57BL/6J Männchen,

für syngene Schwangerschaften weibliche C57BL/6J mit C57BL/6J Männchen

über Nacht verpaart und am darauf folgenden Morgen voneinander getrennt. Die-

ser Tag wurde als Schwangerschaftstag 1 definiert. Da sich mit der Implantation

einer befruchteten Eizelle die Vaginalflora verändert, wurden ab Tag 7 vaginale
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Spülungen zur̈Uberprüfung auf Schwangerschaft mit 40µl steriler isotonischer

Kochsalzlösung vorgenommen. Nach Tötung der Tiere am Tag9, 11, 12 und 14

durch CO2-Begasung und anschließendem Genickbruch wurden die schwange-

ren Uteri entnommen. Wenn im Rahmen der Vaginalspülungen Blutungen beob-

achtet wurden (Verdacht auf spontanen Abort), erfolgte diesofortige Tötung des

Tieres und Entnahme des Uterus. Die Anzahl der jeweils untersuchten Tiere und

feto-maternalen Einheiten pro Experiment wird unterMethodensowieErgebnisse

aufgeführt.
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Methoden

3.1 Vorbereitende Verfahren zu histologischen Un-

tersuchungen

3.1.1 Beschichtung der Objekttr̈ager

Die Objektträger werden zur Entfettung 10 Minuten in eiskaltes Aceton getaucht,

für 15 Minuten getrocknet, dann 10 Minuten mit 0,1 % Poly- L-Lysin in Aqua

bidest. beschichtet und anschließend wieder getrocknet.

3.1.2 Gewebebehandlung und Fixierung auf Objekttr̈agern

Das der Maus entnommene Gewebe wurde in Tissue- Tek Einbettmedium ent-

haltende Gewebsschälchen(Cryomolds)gelegt und bei -80°C eingefroren. Das

Schneiden des Gewebes mit dem Kryostaten erfolgte bei einerTemperatur von

-20°C. Die Schnittdicke des Gewebes betrug 6µm. Die Kryoschnitte wurden auf

die beschichteten Objektträger gebracht und 1 h getrocknet. Nach 10- minütiger

Fixierung in eiskaltem Aceton trockneten sie eine weitere Stunde. Anschließend

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

3.2 Immunperoxidasef̈arbungen

Die Gewebeschnitte wurden zur Blockierung unspezifischer Bindungen 10 Mi-

nuten 10 % normalen Ziegenserum ausgesetzt. Zur Bindung endogenen Biotins

wurde das Gewebe jeweils 15 Minuten mit Avidin und Biotin desAvidin- Biotin-

Blockierungssystems der Firma Dako inkubiert. Anschließend erfolgte eine 1 stündi-

ge Exposition des Gewebes gegenüber dem jeweiligen Ratte-anti- Maus Primäran-

tikörper. Nach wiederholten 5 minütigen Waschschrittenmit PBS wurde zur Inak-

tivierung endogener Peroxidase 3 % wässriges H2O2 für 10 Minuten eingesetzt.

Einer einstündigen Inkubation der Schnitte mit biotyniliertem Esel- anti- Ratte-

IgG als Sekundärantikörper folgten weitere Waschschritte von jeweils 5 minütiger

Dauer. Zur Verstärkung der Farbreaktion wurde das Gewebe mit präformiertem

Avidin-Biotin/Meerrettichperoxidase- Makromolekülkomplex des ABC- Kits für

30 Minuten inkubiert und erneut mehrmals innerhalb 5 Minuten mit PBS gewa-

schen. Nachfolgend wurde der Komplex aus gebundenem Antik¨orper und Avidin-

Biotin/Meerrettichperoxidase durch eine 3,3-Diaminobezidin/Nickelchlorid-Lösung

des DAB- Kits 2-10 Minuten lang angefärbt. Die Gegenfärbung des Gewebes er-

folgte durch Methylenblau.

3.3 Immunfluoreszenzf̈arbungen

3.3.1 Allgemein

Zwei auf einer Zelle liegenden voneinander verschiedene Antigene können mittels

Immunfluoreszenzfärbung simultan nachgewiesen werden. Die hierfür verwende-

ten Antikörper sind entweder mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Phycoery-
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thrin (PE) markiert. Die Gewebsschnitte wurden 15 Minuten mit 10 % normalem

Mausserum inkubiert und nachfolgend 30 Minuten dem jeweiligen monoklonalen

Primärantikörper exponiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde wieder-

holt mit PBS für 5 Minuten gewaschen. War der Primärantik¨orper nicht direkt

markiert, folgte eine weitere 30 minütige Inkubation mit PE- konjugiertem Af-

finitäts- gereinigten polyklonalen Maus- anti- Ratte- IgGF(ab)2 Fragmenten als

Sekundärreagenz. Nach weiterem Waschen und 15 Minuten Inkubation mit 10 %

normalem Rattenserum wurde das Gewebe für 30 Minuten einemgegen definierte

Epitope der Maus gerichteten, direkt FITC- konjugierten Ratte- anti- Maus mAk

ausgesetzt und erneut mit PBS gewaschen.

3.3.2 TUNEL-Assay

Die TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick end-labelling

assay (TUNEL assay))-Färbung macht sich die Eigenschaft der Terminalen Des-

oxynucleotidyltransferase (TdT) zunutze, Nukleotide an 3’-OH-Enden von DNA-

Doppelstrangbrüchen zu binden. Da die in dieser Reaktion verfügbaren Desoxy-

nukleotide an Fluorescein gekoppelt sind, kann man somit diese Brüche in der

Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar machen. Doppelstrangbrüche existieren

auch im begrenzten Ausmaß unter normalen Bedingungen in Zellkernen und wer-

den in der Regel durch spezifische Enzyme korrigiert; fernerkönnen bedingt

durch die Präparation ebenfalls Doppelstrangbrüche verursacht werden, doch über-

steigt die Anzahl der im Verlauf der Apoptose entstandenen Doppelstrangfrag-

mente diese bei weitem. Eine apoptotische Zelle lässt sichsomit in der Immun-

fluoreszenzmikroskopie leicht von einer normalen unterscheiden. Abweichend

von der normalen Immunfluoreszenzfärbung müssen die Gewebeschnitte zuerst

mit frisch hergestellter bei pH 7,4 eingestellter 4 % Paraformaldehydlösung in

PBS fixiert und dann 2 Minuten lang mit 0,1 % Triton X-100-Lösung in 0,1 %
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Natriumzitratlösung auf Eis permeabilisiert werden. Dazwischen soll für eine hal-

be Stunde und danach in den folgenden Schritten für mindestens 5 Minuten mit

PBS gewaschen werden. Die TdT wird mit einer Nukleotidlösung gemischt und

auf die Objektträger aufgetragen. Eine Positivkontrollewird durch Zugabe von

DNAse I, Grad I, erzielt, zur Negativkontrolle wird statt des Reaktionsgemisches

lediglich die Nukleotidmischung aufgetragen. Eine halbstündige Inkubation in ei-

nem verdunkelten Gefäß bei 37°C schließt sich dem an. Danach kann mit den

Schnitten genauso verfahren werden wie bei einer Immunfluoreszenzfärbung für

ein oder zwei verschiedene Epitope.

3.3.3 Bildbetrachtung und -bearbeitung

Die Schnitte wurden am Tag der Färbungen mikroskopisch ausgewertet. Die Auf-

nahmen der Immunfluoreszenzfärbungen wurden mit einer Digitalkamera (Leica,

Bensheim bzw. Canon Inc., Tokyo, Japan) fotografiert und mitden Programmen

Adobe Photoshop 6.0 und 7.0 (Adobe, Mountain View, CA, USA) und The GIMP

2.0 und 2.2 for UNIX (GNU Image Manipulating Program; Open Source Software

unter der Lizenz der GPL) bearbeitet.

3.4 Quantifizierung ausgeẅahlter Leukozytensubpo-

pulationen

Pro Versuchsgruppe wurden 3 Tiere verwendet und pro Tier je 3feto-maternale

Einheiten untersucht. Von diesen wurden serielle Kryostatschnitte hergestellt. Da-

bei war darauf zu achten, dass eine Vergleichbarkeit von Schnitttiefe, -ausrichtung

und -dicke erreicht wurde. Um ein doppeltes Zählen einzelner Zellen zu vermei-

den, war zu beachten, dass die Schnittebene zweier Gewebsschnitte sich um min-
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destens 42µmunterschied. Zur mikroskopischen Quantifizierung der Zellpopula-

tionen mittels eine Fluoreszenzmikroskops diente ein Gitternetz (10 x 10 Felder,

Größe 1cm2; Leica, Bensheim). Bei einer 200 fachen Vergrößerung betrug die

ausgewertete Fläche pro Gitternetz 0,25mm2. Der Durchmesser der uNK- Zellen

wurde mit der Mikrometerskala (100 kleine und 10 große Skalenanteile, Länge 1

cm; Leica, Bensheim) bestimmt. Bei einer 200 fachen Vergrößerung entsprach ein

kleiner Skalenanteil einer Länge von 5µm.

3.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbungen

Zur Übersichtsfärbung der Gewebsschnitte wurden die Objektträger für 5 Minu-

ten in saurem Hämalaun nach Mayer gefärbt, unter fließend kaltem Leitungswas-

ser gebläut und 10 Sekunden in eine 1 % Eosinlösung (gelblich, alkohollöslich)

in 70 % Ethanol gestellt. Nachfolgendes Einstellen der Gewebsschnite für 90 Se-

kunden in Leitungswasser, 10 Sekunden in 70 %, 10-15 Sekunden in 96 % und

abschließend 2 Minuten in absolutem Ethanol regulierte dieFarbnuancen einzel-

ner Strukturen.

3.6 Statistik

Die statistische Analyse und Berechnung der Mediane der ausgezählten Leukozy-

tenpopulationen erfolgte mittels Analyse-it (Analyse it Software Ltd, Leeds, UK).

Nachdem die Varianz der Daten innerhalb einer Versuchsgruppe mit dem Kruskal-

Wallis Test ermittelt worden war, erfolgte die Berechnung möglicher Unterschiede

zwischen den Versuchsgruppen mit dem ungepaarten Mann- Whitney- U Test. Ein

Ergebnis wurde als signifikant erachtet, wenn p< 0,05 war.
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Ergebnisse

Die Schwangerschaften, bei denen die folgenden Untersuchungen durchgeführt

wurden, beziehen sich auf syngene Wildtyp C57BL/6J-Schwangerschaften. Bei

den Untersuchungen zu Defekten für Fas und Fas-Ligand wurden ebenfalls syn-

gene Schwangerschaften mit einem C57BL/6J-Hintergrund, die die natürlichen

Faslpr- oderFaslgld-Mutationen aufwiesen, betrachtet. Untersuchungen zur Apop-

tose in der normalen Schwangerschaft und bei Spontanaborten wurden anhand

von allogenen Balbc/C57BL/6J-Schwangerschaften angestellt.

Syngene C57BL/6J- und allogene Balbc/C57BL/6J-Schwangerschaften weisen

nur sehr geringe Unterschiede auf. Die Infiltration von Leukozyten bei alloge-

nen Schwangerschaften ist insgesamt etwas stärker, bezieht sich jedoch stets zu

denselben Anteilen auf die normal in der Schwangerschaft auftretenden Leukozy-

tensubpopulationen.

33
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4.1 Die Entwicklung der Plazenta in der murinen

Schwangerschaft

Während der hämochorialen Plazentabildung dringt der fetale Trophoblast in die

mütterliche Decidua ein und kommt in direkten Kontakt mit mütterlichen Im-

munzellen. Im Laufe dieser Entwicklung lässt sich eine Abgrenzung bestimmter

Zonen im schwangeren Uterus erkennen, die Decidua basalis,in die der Tropho-

blast hineinwächst und die Decidua capsularis, die nicht an der Plazentabildung

beteiligt ist. Die Abbildung 4.1 zeigt diese Zonen im Verhältnis zu ihrer Lage im

schwangeren Uterus.

Die Decidua basalis wird weiter unterteilt in die vaskuläre Zone, ein nahe dem

Trophoblasten gelegenes Areal, welches stark dilatierte mütterliche Blutgefäße

enthält, sowie die zentrale Decidua basalis, deren Gewebekompakter und durch

das Vorhandensein venöser Kanäle und Arterien charakterisiert ist. Im Verlauf der

Schwangerschaft ist die Decidua basalis starken Umstrukturierungsprozessen un-

terworfen, da die Plazenta in diesen Bereich einwandert undwährend der weiteren

Entwicklung mütterliches Gewebe ersetzt. Die Decidua capsularis ist an der Pla-

zentabildung nicht beteiligt. Die Stadien der beginnendenPlazentation am Tag 9,

der Mitte der Schwangerschaft (Tag 11) und der späteren Schwangerschaft (Tag

14) sind in den Abbildungen 4.2, 4.3 und 4.4 schematisch dargestellt.

Immunfluoreszenzmikroskopische Färbungen mit einem gegen Cytokeratin ge-

richteteten mAk TROMA-1 stellen dabei den Trophoblasten dar. In Ausschnitten

sind mit HE-Färbung dargestellte Anteile der Decidua basalis zu sehen. Am Tag

9 der Schwangerschaft ist noch der Rest desEctoplacental Coneszu sehen, siehe

Abbildung 4.2.
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Im Vergleich zu Tag 9 der Schwangerschaft bleibt die Strukturierung des uteri-

nen Gewebes in den oben beschriebenen decidualen Strukturen am Tag 11 nahezu

intakt, siehe Abbildung 4.3. Der fetale Trophoblast wandert tiefer in die Decidua

basalis ein. In der zweiten Hälfte der Schwangerschaft löst sich die klare Un-

terteilung in Zonen langsam auf. Die Abbildung 4.4 zeigt dazu den Schwanger-

schaftstag 14: Der Trophoblast ersetzt nun einen großen Bereich des mütterlichen

Gewebes der Decidua basalis, die im Vergleich zu Tag 9 und 11 der Schwanger-

schaft nur noch einen schmalen Saum bildet.
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Abbildung 4.1:Geöffneter Situs einer schwangeren Maus und schematischeDarstellung der

Schnittebenen im schwangeren Uterus. Der Situs der Maus istam Tag 9 der Schwangerschaft auf-

genommen worden, die schematische Darstellung bezieht sich auf den Tag 8. (modifiziert nach:

The Biology of the Laboratory Mouse, 2nd Ed., Jackson Laboratory, Editer Earl L. Green. Copy-

right 1966 McGraw-Hill, Inc.). M: Mesometrium, DB: Deciduabasalis, VZ: vaskuläre Zone, T:

Trophoblast, DC: Decidua capsularis.
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Abbildung 4.2: Immunfluoreszenzfärbung (a), Schema (b) und HE-Färbung (c) vom Tag 9

des Trophoblasten und der Decidua basalis einer syngenen C57BL/6J-Schwangerschaft. Der in-

vasive epitheliale Trophoblast ist mit dem FITC-konjugierten mAk gegen Cytokeratin TROMA-1

(weiß) angefärbt worden. Die Färbungen a und c sind jeweils mit Photoshop aus Einzelaufnah-

men zusammengesetzt worden. Reste desEctoplacental Conessind in der Abbildung a zu sehen.

DB: Decidua basalis, E: Embryonalhöhle, EC:Ectoplacental Cone, MM: Muscularis mucosae, M:

Mesometrium, T: Trophoblast, VZ vaskuläre Zone
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Abbildung 4.3:Immunfluoreszenzfärbung (a), Schema (b) und HE-Färbung (c) vom Tag 11 des

Trophoblasten und der Decidua basalis einer syngenen C57BL/6J-Schwangerschaft. Der invasive

epitheliale Trophoblast ist mit dem FITC-konjugierten mAkgegen Cytokeratin TROMA-1 (weiß)

angefärbt worden. Die Färbungen a und c sind jeweils mit Photoshop aus Einzelaufnahmen zusam-

mengesetzt worden. DB: Decidua basalis, E: Embryonalhöhle, L: Labyrinthzone, MM: Muscularis

mucosae, M: Mesometrium, SP: Spongiotrophoblast, T: Trophoblast, VZ vaskuläre Zone
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Abbildung 4.4:Immunfluoreszenzfärbung (a), Schema (b) und HE-Färbung (c) vom Tag 14 des

Trophoblasten und der Decidua basalis einer syngenen C57BL/6J-Schwangerschaft. Der invasive

epitheliale Trophoblast ist mit dem FITC-konjugierten mAkgegen Cytokeratin TROMA-1 (weiß)

angefärbt worden. Die Färbungen a und c sind jeweils mit Photoshop aus Einzelaufnahmen zu-

sammengesetzt worden. Der Trophoblast hat große Teile der Decidua basalis ersetzt, siehe a. DB:

Decidua basalis, E: Embryonalhöhle, L: Labyrinthzone, MM: Muscularis mucosae, M: Mesome-

trium, SP: Spongiotrophoblast, VZ vaskuläre Zone
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4.2 Verteilung mütterlicher Leukozyten im schwan-

geren Uterus

Innerhalb der abgrenzbaren Zonen der Decidua basalis im schwangeren Uterus

lassen sich verschiedene Leukozytenpopulationen nachweisen, die sich in der er-

sten Hälfte der Schwangerschaft in einem einzigartigen, nicht überlappenden Mu-

ster anordnen. Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft finden immer mehr̈Uber-

lappungen der Leukozytenzonen statt.

Mithilfe monoklonaler Antikörper gegen ausgewählte Zelloberflächenmoleküle

wurden die den schwangeren Uterus infiltrierenden Leukozyten an den Tagen

9, 11 und 14 der Schwangerschaft untersucht (Abbildungen 4.5, 4.6 und 4.7).

Am Tag 9 der Schwangerschaft dominieren zwei Leukozyten-Subpopulationen in

der Decidua basalis, Zellen der Monozyten/Makrophagenlinie (CD11bhi, Gr-1lo,

Ly6G−) und uterine (u)NK-Zellen (Thy 1.2+). Granuloyzten (CD11blo, Ly6C−,

Ly6G+) sind in geringen Zahlen vertreten, T-Zellen (CD3+) kommen nur verein-

zelt vor.

In diesem Stadium der Schwangerschaft sind Granulozyten auf mütterliche Blut-

sinusoide im äußeren Bereich des einwandernden Trophoblasten beschränkt. Mo-

nozytäre Zellen und vereinzelte Lymphozyten kommen in denmütterlichen Blut-

gefäßen und im Gewebe der vaskulären Zone vor. uNK-Zellenbefinden sich in

der zentralen Decidua basalis und dermetrial glandam Rande des Myometriums.

An der Grenze zwischen zentraler Decidua basalis und Myometrium sowie auch

in der darüber liegenden Serosa kommen Makrophagen vor, siehe Abbildung 4.5.

Am Tag 11 der Schwangerschaft bleiben die am Tag 9 beschriebenen Zonen weit-
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gehend erhalten. Es konnte aber eine dramatische Zunahme aller die Decidua ba-

salis infiltrierenden Leukozyten-Subpopulationen nachgewiesen werden. Zu die-

ser Zeit erreichen die uNK-Zellen ihre maximale Zellzahl und infiltrieren die ge-

samte Decidua basalis. Sie stehen im engen Kontakt zum einwandernden Tropho-

blasten, wie Abbildung 4.6 zeigt.

Die im Bereich der vaskulären Zone vorherrschende Leukozytenpopulation stel-

len weiterhin monozytäre Zellen dar, siehe Abbildung 4.6,gefolgt von einer ver-

mehrten Zahl an Granulozyten und T-Zellen. In den mütterlichen Blutsinusoiden

des äußeren Trophoblasten konnte eine vermehrte Infiltration von Granulozyten

und Monozyten nachgewiesen werden. Vereinzelt kommen auchuNK-Zellen und

T-Zellen vor.

Am Tag 14 kann keine Unterteilung in abgregrenzte Domänen mehr vorgenom-

men werden. Die Zahl der uNK-Zellen hat deutlich abgenommen. Monozytäre

Zellen kommen hauptsächlich im Gewebe, Granulozyten dagegen vermehrt in den

dilatierten Blutgefäßen vor. Makrophagen befinden sich weiterhin am Rande des

Myometriums. Im Bereich der von Trophoblasten ausgekleideten Blutsinusoide

konnten vermehrt Granulozyten, aber auch Monozyten, T-Zellen und uNK-Zellen

nachgewiesen werden, siehe Abbildung 4.7.
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Abbildung 4.5:Organisation und Leukozytendarstellung am Tag 9 der Schwangerschaft mit

schematischer Darstellung des schwangeren Uterus. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnah-

men mit den PE-markierten mAk 1A8 gegen Ly-6G (a), 30H12 gegen Thy 1.2 (b), sowie M1/70

gegen CD11b (c). Der Trophoblast wurde mit dem FITC-markierten mAk TROMA-1 gegen Cyto-

keratin dargestellt. Die Abbildung a zeigt die Verteilung Ly-6G+ Leukozyten im Bereich zwischen

der zentralen Decidua basalis und der vaskulären Zone und dem Trophoblasten. Ly6-G+ Zellen

(gelb) lassen sich in geringer Zahl sowohl in der vaskulären Zone als auch unmittelbar am äußeren

Rand des Trophoblasten nachweisen (gelb, a). In der Abbildung b wird die Verteilung von Thy

1.2+ Leukozyten ebenfalls im Bereich zwischen der zentralen Decidua basalis und der vaskulären

Zone dargestellt (gelb). Abbildung c zeigt CD11b+ Leukozyten in der vaskulären Zone. DB: De-

cidua basalis, E: Embryonalhöhle, T: Trophoblast, VZ: vaskuläre Zone. Vergrößerung: x200.
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Abbildung 4.6:Organisation und Leukozytendarstellung am Tag 11 der Schwangerschaft mit

schematischer Darstellung des schwangeren Uterus. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnah-

men mit den PE-markierten mAk 1A8 gegen Ly-6G (a), 30H12 gegen Thy 1.2 (b), sowie M1/70

gegen CD11b (c). Der Trophoblast wurde mit dem FITC-markierten mAk TROMA-1 gegen Cy-

tokeratin dargestellt. Es kann eine allgemeine Zunahme derAnzahl aller Leukozytenpopulatio-

nen im Vergleich zum Schwangerschaftstag 9 nachgewiesen werden. Ly-6G+ Zellen (gelb) lassen

sich am Tag 11 der Schwangerschaft vornehmlich in der vaskulären Zone, aber auch in unmit-

telbarer Nähe zum Trophoblasten nachweisen (grün, a). AmTag 11 der Schwangerschaft ist die

höchste Akkumulation von Thy 1.2+ erreicht. Diese dominieren im Bereich der Decidua basalis

bis hin zum Trophoblasten (rot, b). Abbildung c zeigt die Verteilung von CD11b+ Zellen in der

vaskulären Zone (weiß). DB: Decidua basalis, E: Embryonalhöhle, L: Labyrinthzone, SP: Spon-

giotrophoblast, T: Trophoblast, VZ: vaskuläre Zone. Vergrößerung: x200.
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Abbildung 4.7: Organisation und Leukozytendarstellung am Tag 14 der Schwangerschaft mit

schematischer Darstellung des schwangeren Uterus. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnah-

men mit den PE-markierten mAk 1A8 gegen Ly-6G (a), 30H12 gegen Thy 1.2 (b) und M1/70

gegen CD11b (c). Der Trophoblast wurde mit dem FITC-markierten mAk TROMA-1 gegen Cy-

tokeratin dargestellt. Am Tag 14 finden sich Ly-6G+ Zellen (gelb) hauptsächlich in den dilatierten

Blutgefäßen, aber auch in unmittelbarer Nähe des Trophoblasten (grün, a). Die Zahl der Thy 1.2+

uNK-Zellen hat gegenüber Tag 11 abgenommen (gelb, b). Sie kleiden jedoch immer noch den

Bereich der Decidua basalis bis hin zum Trophoblasten aus. CD11b+ Zellen befinden sich am

Tag 14 im Bereich der Decidua basalis (gelb, c) DB: Decidua basalis, SP: Spongiotrophoblast, T:

Trophoblast, L: Labyrinthzone, VZ: vaskuläre Zone, E: Embryonalhöhle. Vergrößerung: 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 Effektoren der liganden-

vermittelten Apoptose und spielen eine wichtige Rolle in der murinen Schwan-

gerschaft [56, 84, 85, 86, 87]. Um das Fas/Fas-Ligand-System in der murinen

Schwangerschaft zu untersuchen, ist die Kenntnis der Verteilung vom Apoptose-

induzierenden Fas-Ligand wie auch seines Rezeptors Fas nötig. In den folgenden

Abschnitten wird deren Verteilung im schwangeren Uterus und speziell auf den

den schwangeren Uterus infiltrierenden Leukozyten dargestellt.

4.3.1 Expression von Fas und Fas-Ligand im schwangeren Ute-

rus

Zum Zeitpunkt der beginnenden Plazentabildung wurde sowohl die Expression

von Fas als auch die Expression von Fas-Ligand im schwangeren Uterus unter-

sucht. Doppelfärbungen mit FITC-konjugiertem anti-Cytokeratin mAk TROMA-

1 und PE-konjugiertem anti-Fas-Ligand mAk Jo2 zeigten eineExpression von

Fas-Ligand auf einzelnen Trophoblastenzellen vor allem imäußeren Bereich des

einwandernden Trophoblasten an der Grenze zur Decidua basalis (Abbildung 4.8).

Eine hohe Expression von Fas konnte am Tag 9 der murinen Schwangerschaft

auf Stromazellen der Decidua basalis, die an den Trophoblasten angrenzen, nach-

gewiesen werden. Fas wird zudem auf einzelnen Trophoblastenzellen exprimiert,

die die Reste desEctoplacental Conesumgeben, siehe Abbildung 4.8. Am Tag

11 der Schwangerschaft wird Fas weiterhin auf decidualen Stromazellen in un-

mittelbarer Nähe zum Trophoblasten exprimiert. Insgesamt ist die Expression von
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Fas etwas vermindert im Gegensatz zur beginnenden Plazentation. Die Expression

von Fas kann in der zweiten Hälfte der Schwangerschaft weiterhin auf decidua-

len Stromazellen in unmittelbarer Nähe des Trophoblastennachgewiesen werden.

Zusätzlich wird Fas am Tag 14 der Schwangerschaft auch auf einzelnen Tropho-

blastenzellen in Bereichen exprimiert, die Fas-Ligand+ sind. Einzelne Endothel-

zellen der Gefäße sowohl in der vaskulären Zone als auch imMesometrium zeigen

eine schwache Expression von Fas.

Am Tag 9 der Schwangerschaft konnte Fas-Ligand nicht nur aufdem Tropho-

blasten sondern auch auf einzelnen Endothelzellen der decidualen Gefäße nach-

gewiesen werden. Vereinzelt konnte Fas-Ligand auch auf Decidualzellen um den

Trophoblasten dargestellt werden. In der Mitte der Schwangerschaft (Tag 11), ist

das Verteilungsmuster von Fas-Ligand insgesamt gleich geblieben. Einzelne Zel-

len des stark ausgedehnten Trophoblasten an der Grenze zur mütterlichen Deci-

dua basalis tragen Fas-Ligand . Innerhalb der Decidua basalis sind Fas-Ligand-

Moleküle ebenfalls auf vereinzelten Stromazellen nachweisbar. In der zweiten

Hälfte der Schwangerschaft, am Tag 14, ist die Expression von Fas-Ligand im

Vergleich zur Mitte der Schwangerschaft reduziert. Es sindnur noch wenige ver-

einzeltete Fas-Ligand+ Zellen im Bereich des Trophoblasten wie auch in der De-

cidua basalis nachweisbar.

Die Decidua capsularis hingegen ist während der gesamten Schwagerschaft nicht

anfärbbar für Fas oder Fas-Ligand.
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Abbildung 4.8: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der Fas- und Fas-Ligand-

Expression an den Schwangerschaftstagen 9 und 11. Die Fas-Expression wird dargestellt mit dem

mAk Jo2, der Trophoblast wird mit dem gegen Cytokeratin gerichteten mAk TROMA-1 angefärbt.

Am Tag 9 der Schwangerschaft ist das den Trophoblasten umgebenen Stroma kräftig anfärbbar für

Fas (a, b). Abbildung b zeigt den mit anti-Cytokeratin mAk TROMA-1 dargestellten Trophobla-

sten. Abbildung c zeigt die Fas-Expression auf dem den Trophoblasten umgebenen Stroma am

Tag 11 der Schwangerschaft. Fas-Ligand wird durch Färbungmit dem mAk MFL3 dargestellt.

Am Tag 9 der Schwangerschaft können Reste desEctoplacental Conesdes Trophoblasten darge-

stellt werden (d und e, grün). Lediglich das denEctoplacental Coneumgebene Stroma ist kräftig

Fas+ (d, rot), während sich derEctoplacental Coneselbst für Fas-Ligand anfärben lässt (e, rot).

Fas-Ligand hingegen findet sich nur auf vereinzelten Zellendes zur Decidua basalis ausgerich-

teten Trophoblasten (f, rot). DB: Decidua basalis, EC:Ectoplacental ConeT: Trophoblast, VZ:

vaskuläre Zone. Vergrößerung: 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 mütterlichen Leukozyten kann mögli-

cherweise Aufschluß darüber geben, inwieweit diese Zellen in der Lage sind, de-

ciduales oder fetales Gewebe über den Fas-Ligand-abhängigen Apoptoseweg zu

eliminieren oder inwieweit sie selbst empfänglich für über Fas-Ligand vermittelte

Apoptose sind.

An den Schwangerschaftstagen 9, 11 und 14 lassen sich jedochnur Leukozyten in

sehr geringem Prozentsatz nachweisen, die für Fas oder Fas-Ligand positiv sind.

Im Vergleich zu den Tagen 9 und 14 der Schwangerschaft konnteam Tag 11 kein

Unterschied in der Expression gefunden werden. Am Tag 11 besteht der weitaus

größte Teil der Leukozyten im schwangeren Uterus aus uNK-Zellen. Es kommt

an diesem Schwangerschaftstag zur maximalen Akkumulationvon infiltrierenden

Leukozyten in die Decidua basalis. In der Tabelle 4.1 ist dieExpressionshäufig-

keit für Fas und Fas-Ligand auf Leukozyten am Tag 11 der Schwangerschaft auf-

geführt, die Marker für uterine NK-Zellen, Makrophagen,Granulozyten, mono-

zytenartige Zellen oder T-Zellen tragen. Verwendet wurdenPE-markierte mAk

gegen Fas (Jo2) und Fas-Ligand (MFL3). Die zelltypischen Oberflächenmarker

für mütterliche uterine Leukozyten wurden mit FITC-konjugierten mAk gegen

CD 90.2 (30H12), CI:A3-1 (F4/80), Gr-1 (RB-8C5), CD11b (M1/70) und CD3ε

(17A2) dargestellt.
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Expression von Fas und Fas-Ligand auf Leukozyten

Klon Antigen Fas+ Fas-Ligand+

uNK-Zellen 30 H12 CD90.2 < 5 % < 1 %

Makrophagen F4/80 CI: A3-1 < 5 % < 5 %

Granulozyten RB-8C5 Gr-1 < 5 % < 5 %

Monozyten M1/70 CD11b < 1 % < 1 %

T-Zellen 17A2 CD3ε < 1 % < 1 %

Tabelle 4.1: Fas- und Fas-Ligand-Expression auf mütterlichen uterinen Leukozyten am Tag

11 der Schwangerschaft. Von drei verschiedenen Mäusen wurden jeweils zwei fetomaternale Ein-

heiten ausgewählt und von diesen wurden zehn Schnitte untersucht. Pro Leukozytentyp wurden

fünf nicht überlappende Ausschnitte im schwangeren Uterus ausgezählt. Die Oberflächenmoleküle

wurden mit dem jeweiligen FITC-konjugierten mAk gefärbt.Die Gegenfärbung erfolgte mit den

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

4.4 Schwangerschaften Fas- und Fas-Ligand-defizienter

Mäuse

Fas und Fas-Ligand spielen eine entscheidende Rolle bei derBeseitigung auto-

reaktiver oder auch nach einer Entzündung nicht mehr benötigter Leukozyten.

Defekte für Fas und Fas-Ligand führen unter anderem zu einer durch Akkumu-

lation von Leukozyten verursachten Lymphadenopathie. Im schwangeren Uterus

der Maus ist das Vorhandensein von funktionsfähigen Leukozyten, besonders von

uNK-Zellen, von entscheidender Bedeutung für das Gelingen einer Schwanger-

schaft. uNK-Zellen lassen sich bereits an den frühen Schwangerschaftstagen 6 und

7 im Uterus nachweisen. Sie proliferieren im schwangeren Uterus und erreichen



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 50

ihre maximale Akkumulation am Tag 11. Von da an nimmt ihre Zahl kontinuier-

lich bis zum Ende der Schwangerschaft wieder ab. Es konnte infrüheren Studien

gezeigt werden, dass die Abwesenheit von funktionstüchtigen uNK-Zellen zu ei-

nem unreifen Gefäßbett, einer daraus resultierenden Mangelversorgung des Feten

und schließlich zu einer Verringerung der Anzahl von Nachkommen führt, [56].

Um den Einfluß des Fehlens von Fas bzw. des Fas-Ligand auf die Entwicklung

der uNK-Zellen in der Decidua basalis zu untersuchen, wurdedie Größe und die

Anzahl der uNK-Zellen innerhalb der Deciduen von B6-gld-, B6-lpr- und B6-

Wildtyp-Mäusen am Tag 11 verglichen. In der Literatur fanden bislang nur die für

funktionellen Fas-Ligand defiziente B6-gld-Mäuse Berücksichtigung. Verwendet

wurden mindestens drei Mäuse pro Mausstamm, von diesen jeweils mindestens

drei Einheiten mit je 10 Schnitten. Diese mussten einen Mindestabstand von 42

µmaufweisen. Die uNK-Zellen wurden mit dem anti-Thy 1.2 mAk 30H12 darge-

stellt. Interessanterweise konnte in Bezug auf die Anzahl der uNK-Zellen in der

Decidua basalis zwischen den drei untersuchten Mausstämmen kein signifikanter

Unterschied gefunden werden. Jedoch fand sich, dass die uNK-Zellen bei B6-gld

und auch bei B6-lpr-Mäusen signifikant kleiner waren als die bei normalen B6-

Wildtyp-Kontrollmäusen. Wiesen die uNK-Zellen im Mittel 22µm Durchmesser

auf, so war das bei den B6-gld- und B6-lpr-Mäusen nur 20µm. Eine vermehrte

Infiltration oder das Fehlen anderer den schwangeren Uterusinfiltrierenden Leu-

kozyten konnte nicht festgestellt werden. Die Abbildung 4.9 zeigt die Anzahl der

uNK-Zellen pro 0,25mm2 bei B6-lpr-und B6-gld-Mäusen am Schwangerschafts-

tag 11, die Abbildung 4.10 zeigt die Größe der uNK-Zellen amTag 11.
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Abbildung 4.9:Anzahl der uNK-Zellen pro 0,25mm2 von B6-Wildtyp-, B6-gld- und B6-lpr-

Schwangerschaften. Die Box- and Whisker-Plots zeigen keinen signifikanten Unterschied in Be-

zug auf die Anzahl der uNK pro 0,25mm2 (Angabe des Median, Perzentil und Spannweite).
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Abbildung 4.10: Größe der uNK-Zellen inµm in einem Vergleich von B6-Wildtyp-, B6-gld-

und B6-lpr-Schwangerschaften am Tag 11. Die mit * markierten Box- and Whisker-Plots zeigen

einen signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe der C57BL/6J-Mäuse auf ( * : p< 0,05).

Die uNK-Zellen der B6-gld-und B6-lpr-Mäuse waren signifikant kleiner als die von B6-Wildtyp-

Mäusen (Angabe des Median, Perzentil und Spannweite).

Die Gefäßumbildung in der Decidua basalis wird entscheidend von der IFN-γ-

Produktion durch uNK-Zellen während der ersten Hälfte der Schwangerschaft be-

einflusst. Das Auftreten einer hohen Anzahl nicht funktionstüchtiger uNK-Zellen

im schwangeren Uterus kann möglicherweise zu einem mangelnden Umbau des

Gefäßbettes und einem nicht schwangerschaftsgerechten Aufbau des Decidual-

gewebes führen. Es konnte jedoch trotz kleinerer uNK-Zellen weder bei B6-gld-

noch bei B6-lpr-Mäusen eine Veränderung im Bereich der Decidua basalis im

Vergleich zu B6-Wildtyp-Mäusen festgestellt werden: Das Stroma zeigt eine nor-

male Zellularität. Die Plazenten waren von vergleichbarer Größe.

Die Abbildung 4.11 zeigt die Anzahl der Nachkommen für B6-Wildtyp (n=20),



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 53

für B6-lpr (n=32) und für B6-gld (n=11). Es konnte kein signifikanter Unterschied

in der Häufigkeit der Nachkommen nachgewiesen werden. Die Nachkommen bei

den hier untersuchten Schwangerschaften waren nicht kleiner als bei normalen

Mäusen. Aborte konnten nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 4.11:Anzahl der Nachkommen von B6-Wildtyp-, B6-gld- und B6-lpr-Mäusen. Es

wurden dabei für B6-Wildtyp-Mäuse 20 Schwangerschaften, für B6-gld-Mäuse 11 und für B6-lpr-

Mäuse 32 Schwangerschaften berücksichtigt. Hinsichtlich der Anzahl der Nachkommen konnte

kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Mausstämmen festgestellt 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 Bedingungen ein Regulator im Im-

munsystem, sondern findet auch in Geweben mit hohem Zellumsatz oder schnell

wachsenden Geweben wie Epithelien statt. Es konnten allerdings während der

Schwangerschaft an den Tagen 11, 13 und 14 nur sehr wenige apoptotische Leu-

kozyten gefunden werden. Es konnte in den Bereichen der an den Trophoblasten

angrenzenden Decidua basalis und innerhalb des Trophoblasten nur vereinzelt

apoptotische Zellen nachgewiesen werden, siehe Abbildung4.13, b. Verwendet

wurde der Fluorescein-markierte TUNEL-Assay, mit dem apoptotische Zellkerne

anfärbbar werden.

4.6 Untersuchungen zur Leukozytenverteilung und

Apoptose im schwangeren Uterus der Maus un-

ter pathologischen Bedingungen

Im Rahmen der routinemäßig durchgeführten Vaginalspülungen zurÜberprüfung

auf eine vorliegende Schwangerschaft ab Tag 7 post coitum wurden bei den Mäusen

gelegentlich vaginale Blutungen an unterschiedlichen Schwangerschaftstagen fest-

gestellt. Es wurde dann der Uterus sofort entnommen. Im Gegensatz zu blass-rosa

aussehenden fetomaternalen Einheiten normal verlaufender Schwangerschaften

waren die abortiven Einheiten durch Einblutungen blaurot gefärbt. Untersucht

wurden fetomaternale Einheiten von Aborten der Schwangerschaftstage 11 (n=2),

13 (n=2) und 14 (n=2).
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Von den entnommenen Uteri wurden Kryostatschnitte angefertigt und immunhi-

stologische Färbungen mit mAk gegen Cytokeratin und definierte Leukozyteno-

berflächenantigene durchgeführt. Apoptotischen Zellenwurden durch den TUNEL-

Assay (FITC) detektiert.

Abortive Uteri sind durch einen degenerativen Trophoblasten charakterisiert. Um

eine relative Vergleichbarkeit der Gewebe zu gewährleisten, wurde nur solches

Gewebe für weitere Untersuchungen verwendet, in welchem noch für Cytokeratin

positiver fetaler Trophoblast nachweisbar war. Bei dem so ausgewählten Untersu-

chungsmaterial ließen sich hinsichtlich der Rekrutierungmütterlicher Immunzel-

len Gemeinsamkeiten feststellen, die unabhängig vom untersuchten Schwanger-

schaftstag waren.

Die an abortiven fetomaternalen Einheiten durchgeführten immunhistologischen

Färbungen zeigten eine extreme Infiltration des fetalen Trophoblasten und der

mütterlichen vaskulären Zone durch myeloide Leukozyten. Diese zeigten einen

ungewöhnlich aktivierten Phänotyp (Gr-1hi, CD11bhi), siehe Abbildung 4.12. Auch

potentiell alloreaktive T-Zellen (CD4+, CD8+- Subpopulationen) konnten im Be-

reich des degenerierten Trophoblasten nachgewiesen werden, Abbildung 4.13.

Bei normalen Schwangerschaften zeigen monozytäre Zellenan der fetomaterna-

len Grenzschicht eine starke Expression von CD11b und eine schwache Expressi-

on von Gr-1 (CD11bhi,Gr-1lo), während sich Granulozyten mit Anti-Gr-1 mAk

RB6-8C5 stark anfärben lassen, aber nur eine schwache Reaktivität mit Anti-

CD11b mAk M1/70 zeigen (CD11blo, Gr-1hi). CD11b wird jedoch auf Granu-

lozyten nach Aktivierung sehr schnell hochreguliert [88].



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 56

Um festzustellen, ob es sich bei den CD11bhi Gr-1hi exprimierenden Leukozy-

ten, die im Bereich des degenerierten Trophoblasten in abortiven fetomaternalen

Einheiten nachgewiesen wurden, um Monozyten oder Granulozyten handelt, wur-

den zusätzliche Färbungen mit dem mAk 1A8 durchgeführt.Im Gegensatz zu dem

mAk Gr-1, der gegen die beiden Epitope Ly-6G und Ly-6C gerichtet ist, erkennt

der mAk 1A8 spezifisch Ly-6G, das auf Granulozyten (Ly-6G+) aber nicht auf

Monozyten (Ly-6G−) vorkommt. Immunhistologische Färbungen mit dem mAk

1A8 ergaben, dass die Mehrzahl der hochaktivierten Zellen Granulozyten darstell-

te, gefolgt von monozytären Zellen. Die Färbungen mit demTUNEL-Assay zeig-

ten bei abortiven Uteri sowohl eine hohe Rate an Apoptose unter den für CD11b

und Gr-1 positiven myeloiden Leukozyten im Bereich des Trophoblasten als auch

am Trophoblasten selbst, an Stellen der Gewebsdegeneration.
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Abbildung 4.12: Immunhistologische und Immunfluoreszenz-Färbung der Decidua basa-

lis am Schwangerschaftstag 13 von normalen und abortiven allogenen BALB/c x C57BL/6J-

Schwangerschaften. a-d, h: Die Schnitte zeigen die vaskul¨are Zone (a-b) und die mütterlich/fetale

Grenzschicht (c-d) der normalen Decidua basalis am Schwangerschaftstag 13. Die mütterlichen

Blutgefäße in der vaskulären Zone beinhalten vornehmlich monozytäre Zellen in ihrem Lumen,

welche sich intensiv mit dem gegen CD11b gerichteten Antik¨orper M1/70 anfärben lassen (a). Ly-

6G positive Granulozyten kommen nur in geringer Zahl vor (b). Der invasive Trophoblast wird mit

dem FITC-konjugierten mAk gegen Cytokeratin dargestellt (grün, c-d, h). Lediglich mütterliche

Blutsinusoide, die von Trophblastenzellen ausgekleidet sind, weisen Gr-1+ Granulozyten (gelb, c)

und CD11bhi monozytäre Zellen (gelb, d) auf. e-h: Abortiver Uterus am Tag 13 der Schwanger-

schaft. Es kann eine dramatische Infiltration der vaskulären Zone durch myeloide Zellen gezeigt

werden, die den Marker Gr-1 tragenund darüber hinaus auch eine starke Reaktivität mit dem

anti-CD11b mAk M1/70 aufweisen (e-f). Diese Zellen infiltrieren mütterliche Blutgefäße und das

Gewebe der vaskulären Zone (e-g) sowie den degenerierten Trophoblasten (h). Eine Färbung mit

gegen das Antigen Ly-6G gerichteten mAk 1A8 (g), der Granulozyten (Ly-6G+), aber keine Mo-

nozyten (Ly-6G−) in der Peripherie markiert, konnte zeigen, dass die Mehrzahl der infiltrierenden

Zellen aktivierte Granulozyten sind. Vergrößerung: x200
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Abbildung 4.13: Immunfluoreszenzfärbung normaler und abortiver muriner Uteri am Tag

14 der Schwangerschaft. Der epitheliale Trophoblast wurdemit FITC-konjugiertem mAk ge-

gen Cytokeratin identifiziert (grün, a, d, f-g). Der fetaleTrophoblast in einer normal verlaufen-

den Schwangerschaft enthält nur geringe Zahlen von infiltrierenden CD45+ Leukozyten. Nur der

Trophoblast, der Blutsinusoide am Rande des äußeren Trophoblasten auskleidet, weist maternale

Leukozyten auf (a). Apoptotische Zellen kommen nur vereinzelt im Bereich des Trophoblasten

vor (b). Dagegen wird in abortiven Uteri eine dramatische Akkumulation von myeloiden Zellen,

die den Marker Gr-1 stark exprimieren (c) aber zusätzlich CD11b tragen (rot, d) nachgewiesen.

CD4+ und CD8+ T-Zellen werden im Trophhoblasten ebenfalls nachgewiesen, aber in deutlich

geringerer Anzahl (rot, f-g). Apoptotische Zellen innerhalb des Trophoblasten wurden mit dem

TUNEL-Assay (FITC, grün) nachgewiesen. Die den degenerierten Trophoblasten infiltrierenden

Gr-1hi exprimierenden Granulozyten zeigen ebenfalls TUNEL-FITC/ PE anti-Gr-1 Doppelposi-

tivität (gelb, e). Vergrößerung: x200
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Diskussion

Im schwangeren Uterus - sowohl beim Menschen als auch bei derMaus - fin-

den sehr dynamische Umbauprozesse statt. Darüber hinaus ist das Milieu des

schwangeren Uterus charakterisiert durch die Anwesenheitverschiedener Leu-

kozytenpopulationen mit teilweise direktem Kontakt zum fetalen Trophoblasten.

Inzwischen ist bekannt, dass diese an wesentlichen Umstrukturierungsprozessen

des Gewebes beteiligt sind und immunregulatorische Funktionen ausüben [9, 20,

89, 90, 91, 92]. Für die Rekrutierung und Migration mütterlicher Leukozyten wer-

den vaskulären Adhäsionsmolekülen und Chemokinen in der Decidua basalis, für

die Funktionen, die sie erfüllen, Zell-Zell-Kontakte sowie löslichen Faktoren wie

Cytokine eine wichtige Bedeutung zugeschrieben [42, 93, 94]. Die Fähigkeit zur

induzierbaren Apoptose wird ebenfalls im Zusammenhang miteiner erfolgreichen

Schwangerschaft diskutiert [35, 53, 54, 55, 56, 78, 79, 80].

Apoptose ist ein unverzichtbarer Teil jeglicher Form von Wachstum und Ent-

wicklung im menschlichen Organismus [95, 96]. Der nach Aktivierung exo-

gen verursachte programmierte Zelltod,Activation induced cell death (AICD)hat

als wichtigsten Effektor den Fas-Ligand und spielt eine bedeutende Rolle in der

59
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Homöostase des Immunsystems und der Bewahrung des Immunprivilegs. Aller-

dings ist Fas-Ligand nicht der einzige Induktor aktiver Apoptose. Die meisten

stammen wie der Fas-Ligand aus der Tumornekrosefaktorsuperfamilie, wie der

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) selbst und der TNF-related-apoptosis-inducing-

ligand (TRAIL). Es wird angenommen, dass sie weniger stark Apoptose induzie-

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

Fas und Fas-Ligand wurden zunächst auf Lymphozyten und NK-Zellen nachge-

wiesen. Inzwischen ist eine Expression in vielen Geweben, vor allem immuno-

logisch privilegierten Organen wie Auge und Testis, nachweisbar. Auch in ande-

ren Geweben, die immunologisch nicht privilegiert sind, konnten sowohl Fas als

auch Fas-Ligand gefunden werden [97]. Im Verlauf der Schwangerschaft konnte

ein sich wandelndes Expressionsmuster von Fas und Fas-Ligand im schwangeren

Uterus nachgewiesen werden.

Zum Zeitpunkt der beginnenen Plazentation am Tag 9 der Schwangerschaft lässt

sich Fas-Ligand innerhalb des schwangeren Uterus zunächst nur vereinzelt auf

Trophoblastenzellen, auf einzelnen Endothelzellen der Gefäße der Decidua basa-

lis sowie auf einzelnen decidualen Stromazellen in unmittelbarer Umgebung des

Trophoblasten nachweisen. Im Laufe der Schwangerschaft nimmt die Expression

von Fas-Ligand weiter ab und beschränkt sich vornehmlich auf einzelne Tropho-

blastenzellen und auf Endothelzellen der mütterlichen Gefäße im Bereich der De-

cidua basalis.

Fas hingegen wird stärker exprimiert: Zu Beginn der Plazentation sind ein Groß-

teil der an den Trophoblasten angrenzenden mütterlichen Stromazellen der Deci-

dua basalis Fas positiv. Fas findet sich nur sehr selten auf vereinzelten Zellen des
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äußeren Trophoblasten. Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft reduziert sich

die Expression von Fas so, dass nur noch deciduale Stromazellen in unmittelbarer

Nähe zum Trophoblasten für Fas anfärbbar sind. Am Tag 14 kann man schließ-

lich Fas wieder auf einzelnen Trophoblastenzellen finden, sowie auf einzelnen

Endothelzellen der mütterlichen Gefäße im Bereich der vaskulären Zone sowie

des Mesometriums. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Expression von Fas und

Fas-Ligand deckt sich mit dem in der Literatur beschriebenen Expressionsmuster

[56].

Die Expression von Fas-Ligand auf der Decidua basalis und dem Trophoblasten

wurde dahin gehend diskutiert, dass aktivierte Leukozytenvom semiallogenen Fe-

tus abgehalten werden können [56]. Ob darüber hinaus löslicher Fas-Ligand, das

laut Literatur vom Trophoblasten sezerniert wird, effektiv Apoptose induzieren

kann, ist noch nicht hinreichend untersucht worden [98, 99]. Das stark exprimierte

Fas auf dem den Trophoblasten umgebenen Deciduagewebe könnte den Tropho-

blasten bei der Invasion in die Decidua basalis unterstützen. Dieser Eindruck wird

auch dadurch gestützt, dass sowohl für Fas als auch Fas-Ligand postive Endothe-

lien in der Decidua basalis nachgewiesen werden konnten. Die zeitweise auftre-

tende Coexpression von Fas und Fas-Ligand auf Trophoblastenzellen könnte eine

Rolle beim Wachstum und Umbau des Trophoblasten spielen. Bereits auf Bron-

chialepithelien konnte ein Mechanismus des Fas-Ligand-assistiertenTurnoversin

beanspruchten Geweben beschrieben werden. Fas und Fas-Ligand können dabei

sogar auf derselben Zelle gefunden werden, die durch Autostimulation Apoptose

begeht [66, 97].

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

filtrierenden Leukozyten empfänglich für Fas-Ligand- vermittelte Apoptose sind
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oder selbst in der Lage sind, mittels Fas-Ligand Apoptose zuinduzieren. Es wur-

de deswegen die Expression von Fas und Fas-Ligand auf den denUterus in-

filtrierenden Leukozyten untersucht. Doppelimmunfluoreszenzfärbungen gegen

ausgewählte Zelloberflächenantigene und Fas bzw. Fas-Ligand ergaben, dass in

der normal verlaufenden Schwangerschaft nur 0 - 5 % der infiltrierenden Leuko-

zyten Fas bzw. Fas-Ligand exprimieren

Da auch andere Moleküle als Fas und Fas-Ligand an der Induktion von Apoptose

beteiligt sein können, wurde untersucht, in welchen Bereichen des schwangeren

Uterus Apoptose nachweisbar ist. Interessanterweise konnte Apoptose bei normal

verlaufenden Schwangerschaften nicht in dem decidualen Gewebe oder dem Tro-

phoblasten nachgewiesen werden. Der Fetus wies im Rahmen seiner natürlichen

Gewebeneu- und umbildung apoptotische Zellkerne auf. LautLiteratur konnte im

Bereich der dem Uteruslumen zugeneigten Decidua capsularis Apoptose unter

anderem im Uterusepitel nachgewiesen werden. Das ist vereinbar mit entspre-

chenden Untersuchungen über die Autoregeneration stark beanspruchter Gewebe

[97, 100, 101].

Unter pathologischen Bedingungen einer Schwangerschaft hingegen ist Apoptose

ein häufiges Ereignis. Es konnte an Aborten an Tag 11, 13 und 14 der Schwan-

gerschaft der Maus gezeigt werden, dass es aufgrund der Hochregulation von vas-

kulärem P-Selektin auf mütterlichen Gefäßen der Decidua basalis und des Tropho-

blasten zu einer dramatisch erhöhten Rekrutierung von Granulozyten kommt, die

einen ungewöhnlich aktivierten Phänotyp (Gr-1hi, CD11bhi) aufweisen. Diese ak-

tivierten Granulozyten infiltrieren nicht nur die mütterlichen Gefäße und Gewebe,

sondern auch den degenerativen Trophoblasten und unterlaufen dort eine Kern-

fragmentation. Neben apoptotischen Leukozyten konnten auch für die TUNEL-
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Reaktion positive Trophoblastenzellen nachgewiesen werden [102]. Clark hatte

bereits die Bedeutung von Granulozyten bei Mäusen mit einer hohen Abortrate

dargestellt [103]. Die Depletion dieser Zellen führte zu einer Verminderung der

Schädigung des fetalen Gewebes. Des weiteren sind spontane Aborte mit loka-

len Entzündungsreaktionen und der Aktivierung von Komplement assoziiert, des-

sen Spaltprodukte, besonders das C5a, chemotaktisch auf Granulozyten wirken

[104]. Die Induktion von Apoptose bei aktivierten Granulozyten im Rahmen von

abortiven Prozessen könnte vom Organismus benutzt werden, um ungewünschte

Effektorzellen zu entfernen und somit die Entzündungsreaktion auf den Uterus zu

begrenzen.

Zwischen dem Vorliegen funktionsfähiger mütterlicher Leukozyten in der Deci-

dua basalis und dem Gelingen einer Schwangerschaft konnte eine enge Beziehung

hergestellt werden. In diesem Zusammenhang konnte gezeigtwerden, dass der

Umbau des mütterlichen Gefäßbettes im schwangeren Uterus entscheidend von

der Gegenwart reifer, IFN-γ-produzierender uNK-Zellen abhängt [8, 105, 106]).

Es ist berichtet worden, dass Defekte innerhalb des Fas/Fas-Ligand-Systems eine

Schwangerschaft erschweren und dass eine massive Infiltration von Leukozyten

ab der Mitte der Schwangerschaft dem Plazentagewebe massiven Schaden ver-

ursachen. Dadurch sei letztlich auch die Anzahl der Nachkommen reduziert und

die Häufigkeit von Aborten erhöht [56]. Um ein genaueres Bild über die Aus-

wirkungen eines Defekts des Fas/Fas-Ligand-Systems in derSchwangerschaft zu

gewinnen, wurden nicht nur B6-gld-Mäuse, die einen Defekt für Fas-Ligand auf-

weisen, untersucht, sondern auch Mäuse mit einem Defekt f¨ur den Rezeptor Fas,

die B6-lpr-Mäuse. Interessanterweise konnte kein signifikanter Unterschied in der

Anzahl der Nachkommen von B6-gld- und B6-lpr-Mäusen im Vergleich zu nor-

malen B6-Wildtyp-Mäusen gefunden werden. Auch waren die Nachkommen nicht
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kleiner als die von B6-Wildtyp-Mäusen. Die Gewebe der schwangeren Uteri von

B6-gld bzw. B6-lpr-Mäuse wiesen keine Nekrosen oder atypische Gewebsstruk-

turen auf. Hinsichtlich der Anzahl der häufigsten und wichtigsten den schwange-

ren Uterus infiltrierenden Leukozytensubpopulationen, der uNK-Zellen, konnte

sowohl bei den B6-gld- als auch den B6-lpr-Mäusen kein Unterschied zu den B6-

Wildtyp-Mäusen am Tag 11 der Schwangerschaft festgestellt werden. Allerdings

fand sich, dass sowohl B6-gld- als auch B6-lpr- Mäuse signifikant kleinere uNK-

Zellen in der Decidua basalis aufwiesen.

Die uNK-Zellen spielen eine bedeutende Rolle bei der decidualen Gefäßumbil-

dung, die eine wachstumsangemessene Versorgung des fetalen Gewebes mit Nähr-

stoffen sicherstellt. Sie erreichen ihre maximale Zahl während der Mitte der Schwan-

gerschaft. In der zweiten Häfte reduziert sich ihre Zahl. Allerdings ist wenig über

den dieser Zellverminderung zugrunde liegenden Mechanismus bekannt [8].

Kusakabe et al. postulieren, dass Fas-exprimierende uNK-Zellen über den Fas-

Ligand vermittelten Apoptoseweg eliminiert würden [107]. Dies konnte jedoch

in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen an Mäusen mit einem funktionellen Defekt für Fas oder Fas-

Ligand bestätigen nicht die Ergebnisse der Arbeitsgruppeum Frau Hunt [56].

Weder konnte nachgewiesen werden, dass die Anzahl der Nachkommen, bedingt

durch eine höhere Abortrate, geringer als bei normalen Mäusen war, noch zeigten

sich morphologische Unterschiede im Aufbau der schwangeren Uteri. Es konnte

desweiteren keine vermehrte Einwanderung von Leukozyten,vor allem Granulo-

zyten im schwangeren Uterus nachgewiesen werden.

Wenn, wie Clark und Chaouat vorschlagen, ein funktionierendes Fas/Fas-Ligand-
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System für eine funktionierende Schwangerschaft verzichtbar ist, so muss das

nicht bedeuten, dass Apoptose als solche in der Schwangerschaft verzichtbar wäre

[80]. Es existiert eine Vielzahl von Effektoren der Apoptose, die im schwangeren

Uterus gefunden werden und - zu einem großen Teil - vom Trophoblasten gebildet

werden. Zu denen zählen TNF-α, TRAIL und LIGHT [108, 109, 110]. Aber auch

Inhibitoren der Apoptose werden hier gebildet [111]. Möglicherweise existieren

diese Mechanismen unabhängig voneinander. Ferguson et al. hatten mit ihren Un-

tersuchungen zum Immunprivileg des Auges jedoch ein Mustersich gegenseitig

bedingender Mechanismen gezeigt. So war in diesem Fall eineAbhängigkeit des

Fas/Fas-Ligand-System von gleichzeitig vorliegendem TNF-α und TNF-Rezeptor

II nachweisbar [112]. Die Untersuchung dieser Arbeit könnte darauf hinweisen,

dass die Bedeutung der Apoptose in der murinen Schwangerschaft weniger in der

Abwehr alloreaktiver mütterlicher Leukozyten als vielmehr in der Limitierung

der Immunreaktion in einer Schwangerschaft unter pathologischen Bedingungen

zu suchen sein könnte.
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Im schwangeren Uterus der Maus finden sehr dynamische Umbauprozesse

statt. In der Decidua basalis befinden sich verschiedene Leukozytenpopulationen

mit teilweise direktem Kontakt zum Trophoblasten, die sowohl immunregulato-

rische Funktionen ausüben als auch direkt an den Umstrukturierungsprozessen

des Gewebes beteiligt sind. Als wichtiger Mechanismus der mütterlich-fetalen

Toleranz wird die Fas-Ligand abhängige Apoptose diskutiert. Während Fas vor-

nehmlich auf dem den Trophoblasten umgebenden Gewebe der Decidua basalis

exprimiert wird, konzentriert sich die Expression von Fas-Ligand fast ausschließ-

lich auf vereinzelte Zellen des der Decidua basalis zugeneigten Trophoblasten.

Der Anteil der Fas oder Fas-Ligand exprimierenden mütterlichen Leukozyten ist

jedoch stets geringer als 5 %. Der Einfluß einer fehlenden Fas-Ligand abhängigen

Apoptose wurde anhand von Mäusen mit einem funktionellen Defekt für Fas (B6-

lpr-Mäuse) oder den Fas-Ligand (B6-gld-Mäuse) untersucht. Zwar zeigen die Er-

gebnisse, dass die uterinen NK-Zellen bei B6-lpr-und B6-gld-Mäusen kleiner als

jene von Wildtypmäusen sind, jedoch hat dies weder einen Effekt auf den Gewe-

beaufbau des schwangeren Uterus noch auf die Anzahl der Nachkommen. Unter

physiologischen Bedingungen lässt sich Apoptose lediglich im Embryo, jedoch

nicht im Gewebe der Decidua basalis, dem Trophoblasten oderunter mütterli-

chen Leukozyten nachweisen. Unter den pathologischen Bedingungen eines Ab-

ortes hingegen findet sich sowohl im degenerierten Trophoblasten als auch unter

den den Trophoblasten infiltrierenden aktivierten Granulozyten ein hoher Anteil

apoptotischer Zellen. Die Untersuchung dieser Arbeit könnte darauf hinweisen,

dass die Bedeutung der Apoptose weniger in der Abwehr alloreaktiver mütter-

licher Leukozyten in einer normal verlaufenden Schwangerschaft als vielmehr

in der Limitierung von - besonders durch aktivierte Granulozyten vermittelte -

Immunreaktionen auf den Uterus in einer Schwangerschaft unter pathologischen

Bedingungen zu suchen sein könnte.



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 68

Abkürzungsverzeichnis

AICD activation induced cell death

ALPS Autoimmunes Lymphoproliferatives Syndrom

BSA Bovines Serumalbumin

CAD Caspase abhängige DNAse

Caspase Cysteinprotease, die hinter

Asparaginsäureresten spaltet

CD cluster of differentiation

CMV Cytomegalovirus

CSF-1 colony stimulating factor-1

DAB Diaminobenzidin

DAF decay accelerating factor

DNA deoxyribunucleic acid

dUTP Desoxi-Uridintriphosphat

FADD fas associated death domain

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

gld generalized lymphoproliferative disease

GIMP GNU image manipulating program

GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
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HLA human leukocyte antigen

IAP inhibitors of apoptosis

I-CAD Inhibitor der Caspase abhängigen DNAse

IDO Indolamin-2,3-dioxygenase

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IFN-γ Interferon-γ

KIR killing inhibitory receptor

LIF leukemia inhibitory factor

LIGHT is homologous tolymphotoxins, exhibitsinducible expression,

and competes with Herpes Simplex Virus (HSV)glycoprotein D

for HVEM, a receptor expressed byT lymphocytes

lpr lymphoproliferation

mAk monoklonaler Antikörper

MAdCAM-1 mucosal addressin cell adhesion molecule-1

MHC major histocompatibility complex

MIP-1α macrophage inflammatory protein-α

MLR mixed lymphocyte reaction

mRNA messenger ribonucleic acid

NK-Zellen Natürliche Killerzellen

PBS phosphate buffered saline

TdT Terminale Desoxinukleodityltransferase

TGF-β transforming growth factor-β

TNF-α Tumornekrosefaktor-α

TNFR-1 / 2 Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1 bzw. 2

TRAIL TNF related apoptosis inducing ligand

Treg Regulatorische T-Zellen
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TUNEL TdT dUTP nick end-labeling

uNK-Zellen uterine Natürliche Killerzellen

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1

VEGF vascular endothelial growth factor
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Fernekorn U, Butcher EC, Schulze TJ, Kruse A:Upregulation of specialized

vascular addressins in the pregnant mouse uterus might be involved in spon-

taneous abortion at the post-implantation stage.9. Tagung der Alps Adria So-

ciety for Immunology of ReproductionPlzeň 2004
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gung der Deutschen und Niederländischen Gesellschaft für ImmunologieMaas-

tricht 2004

Schulze TJ, Fernekorn U, Behrends J, Hartz S, Röbke A, KruseA: Fas/FasL
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Darüber hinaus möchte ich vor allen meinen Kollegen HerrnDipl.-Biol. Jochen

Behrends, Frau Dr. rer.-nat. Doreen Finke, Frau Dr. rer.-nat. Uta Fernekorn und
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