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1. Einleitung

1.1  Stress und Schwangerschatft

Stress in der Schwangerschaft ist ein haufig berichtetes Phanomen. Nicht nur im
Alltagsbewusstsein wird Stresserleben in der Regel ein negativer Einfluss auf die
Schwangerschaft beigemessen, auch Erkenntnisse aus der medizinischen Forschung
bestéatigen diese Annahme (Knackstedt et al., 2005). Besteht beispielsweise der
begriindete Verdacht auf eine drohende Schwangerschaftskomplikation, so herrscht in
der geburtsmedizinischen Praxis dahingehend Einigkeit, dass stressbehaftete
Situationen oder Téatigkeiten perinatal mdglichst zu vermeiden sind (DGGG Leitlinien,
2008).

Die im Zuge einer Schwangerschaft zu erwartenden Herausforderungen betreffen
neben den physiologischen Adaptationsprozessen des miuitterlichen Organismus an den
Fo6tus auch weitreichende Verdnderungen in der sozialen Lebenssituation aller
Beteiligten. Da die Schwangerschaft aus diesen Grinden selbst schon zur Gruppe der
.Kritischen Lebensereignisse gezahlt wird (Holmes und Rahe, 1967), stehen zuvor
vorhandene  Verarbeitungsstrategien  fur  zusatzlich  auftretende  kritische
Lebensereignisse” meist nur noch in abgewandelter Form zur Verfigung. Reichen die
individuellen Ressourcen der Schwangeren dann nicht aus, die auftretenden
Belastungen zu bewadltigen, so manifestiert sich negatives mutterliches Stresserleben
(O'Hare, 1995).

Im Zuge der soziokulturellen Transformationsprozesse der vergangenen 50 Jahre
haben sich im Hinblick auf die Familienstruktur und parallel dazu auch in der Arbeitswelt
tiefgreifende Veranderungen ergeben (Fenster, 1995). Die sinkende Geburtenrate in
Deutschland geht dabei einher mit dem steigenden Alter der Mutter bei der Geburt ihres
ersten Kindes und einer fallenden Zahl von Mehrkindfamilien (Statistisches Bundesamt,
2007).

Beide Tatsachen, das im Durchschnitt héhere Alter der Schwangeren und die spater
einsetzende  Erstschwangerschaft, sind mit einem groReren  miutterlichen
Stressempfinden assoziiert. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Schwangere
hdheren Alters ein erhohtes Risiko fur Fehlgeburten aufweisen als jungere Frauen (Arck
et al., 2008).



1.2  Stress und Fetale Programmierung

Vor dem Hintergrund von epidemiologischen Untersuchungen, in denen retrospektiv die
individuellen Korpermalf3e bei der Geburt als Marker der intrauterinen Entwicklung mit
dem Auftreten von Risikofaktoren fur Krankheiten im Erwachsenenalter in Beziehung
gesetzt wurden (Barker et al., 1989), entstand in den 1990er Jahren die Hypothese der
.Fetalen Programmierung von Krankheiten des Erwachsenenalters® (Barker, 1995).
Diese Hypothese postuliert im Wesentlichen einen Zusammenhang zwischen
Einflissen, die wahrend der Préanatalperiode auf die Schwangere und das ungeborene
Kind wirken, und einer erhohten Pradisposition der Nachkommen im spéateren
Erwachsenenalter bestimmte Krankheiten zu entwickeln. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass der systolische Blutdruck, der bei Probanden im Alter von 50
Jahren gemessen wurde, negativ mit ihrem Gewicht bei der Geburt korreliert (Barker et
al., 1990). Diese Abhangigkeit wird noch deutlicher, wenn man neben dem
Geburtsgewicht auch das Verhaltnis der GroRe der Plazenta zum systolischen
Blutdruck bertcksichtigt. Den hochsten systolischen Blutdruck im Alter von flnfzig
Jahren hatten diejenigen Probanden mit dem kleinsten Gewicht bei der Geburt und der
schwersten Plazenta.

In den vergangenen zwanzig Jahren sind viele Krankheiten auf mogliche préanatale
Ursachen hin untersucht worden. Dies sind neben Herz-Kreislauferkrankungen auch
Diabetes Mellitus (Mericq et al., 2005), Tumorerkrankungen (L6f et al., 2007),
Osteoporose (Javaid et al., 2006), Asthma (Rona et al., 2005) und neuropsychiatrische
Erkrankungen (Malaspina et al., 2008), um nur die wichtigsten zu nennen. Der grol3en
Zahl untersuchter Krankheiten steht eine &hnlich groBe Zahl von untersuchten
Einflussfaktoren gegentber, wobei die folgenden drei Gré3en deutlich im Vordergrund
stehen: Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung, Infektionen und psychologische
Herausforderungen.

Auch wurde in den vergangenen Jahren umfangreich beforscht welchen Einfluss Stress
in der Schwangerschaft auf den physischen und psychischen Gesundheitszustand der
Neugeborenen hat. Die Ergebnisse dieser Studien sind nicht einheitlich; sie weisen
allerdings eine deutliche Tendenz auf, wonach pranataler Stress einen negativen
Einfluss auf die spatere gesundheitliche Entwicklung der Nachkommen ausiben kann
(Beydoun und Saftlas, 2008).



Wie in anderen Forschungsfelder auch, besitzen hier Human-Studien eine wichtige
medizinische Aussagekraft bezuglich krankheitsassoziierter Mechanismen. Jedoch
konnen diese auch schnell an ihre Grenzen geraten. So wird in Human-Studien zum
Thema ,fetale Programmierung“ meist das Geburtsgewicht als Marker der intrauterinen
Entwicklung herangezogen. Obgleich eine einfach zu messende Grol3e, ist das
Geburtsgewicht doch ein eher grobes Mald fur die intrauterine Entwicklung und
unterliegt einer Vielzahl von Faktoren. Auch sind den Moglichkeiten der experimentellen
Einflussnahme auf Schwangere aus ethischen Griinden enge Grenzen gesetzt. Nicht
zuletzt aus diesen Grunden sind die oben genannten Studien durch eine Reihe von
tierexperimentellen Arbeiten erganzt worden. Mit Blick auf die Erforschung der
Auswirkungen von pranatalem Stress auf das ungeborene Leben bieten sich hier ganz
andere Moglichkeiten Einblicke in die zu Grunde liegenden pathophysiologischen
Mechanismen zu gewinnen. So konnte z.B. gezeigt werden, dass Schallstress oder
Bewegungseinschrankung in der frihen Schwangerschaft einen signifikanten Einfluss
auf die Abortrate trachtiger Mause ausibt (Clark et al., 1993; Arck et al., 1995). Dabei
wird angenommen, dass die Reaktion des mutterlichen Korpers auf den Stressor die fir
eine erfolgreiche Implantation und Differenzierung der befruchteten Eizelle essentielle
maternale Adaptation stort. Nur das feinabgestimmte Zusammenspiel neuroendokriner
und immunologischer Faktoren sichert dem genetisch fremden Feten das Uberleben
innerhalb des mitterlichen Milieus. Wird dieses komplexe System negativ beeinflusst,
ist die erfolgreiche Implantation gefahrdet. Aber auch auf die lebend geborenen
Nachkommen hat die pranatale Schallstressexposition einen nachgewiesenen Einfluss.
Im Jahre 2006 gelang es ein Mausmodell fir fetale Programmierung von Asthma zu
etablieren (Pincus-Knackstedt et al., 2006). Hierbei erfolgt die Stressexposition
innerhalb eines vulnerablen Zeitfensters wahrend der spaten Schwangerschaft. Die
adulten Tiere werden einer Induktionsbehandlung unterzogen und im Anschluss auf
klinische Symptome und immunologische Marker von Asthma untersucht. Der Vergleich
mit einer nicht gestressten Kontrollgruppe ergab eine erhthte Anfalligkeit der perinatal
gestressten Tiere auf experimentelle Induktion hin Asthma zu entwickeln. Auch konnten
Veranderungen im Hinblick auf die Immunantwort nach Antigenkontakt und auf die
Expression von Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) im Hypothalamus gegeniber
den nicht gestressten Nachkommen der Kontrollgruppen beobachtet werden. Die
Ergebnisse sind ein weiterer Beleg fur einen Zusammenhang zwischen Stress in der

Schwangerschaft und der Anfalligkeit der Nachkommen im spateren Erwachsenenalter
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bestimmte Krankheiten zu entwickeln. Allerdings liel3 auch dieser Versuch die Frage
danach unbeantwortet, auf welchem Weg dies — vermutlich noch wahrend der
Schwangerschatft - vermittelt wird.

1.3 Immunologische Prozesse wéhrend der maternalen Adaptation an die

Schwangerschaft

Die Schwangerschaft stellt sowohl das Immunsystem als auch das endokrine System
der Mitter vor eine schwierige Aufgabe. Da die embryonalen Gene zu einem Tell
paternalen Ursprungs sind, sind die embryonalen Gewebe aus Sicht des mutterlichen
Immunsystems als teilweise fremd zu betrachten. Damit eine sich entwickelnde
Schwangerschaft nicht durch Angriffe des mutterlichen Immunsystems gegen den Keim
gefahrdet wird, liegt die Annahme nahe, dass toleranzinduzierende Mechanismen
existieren mussen, die dieses wirksam verhindern (Medawar, 1953). Tatsachlich
konnten in den zurlckliegenden Jahren verschiedene Mechanismen beschrieben
werden, die diesen Zweck erfillen konnten (Chaouat et al., 1983, Loke und King, 1991,
Clark et al., 1999). Neuere Studien, die sich mit der Rolle des Immunsystems im
Rahmen der Schwangerschaft beschéaftigen, sehen im mutterlichen Immunsystem
allerdings nicht nur den ,Feind“ den es wahrend der Schwangerschaft zu unterdriicken
gilt. Fur eine Vielzahl von Aufgaben ist eine Kooperation zwischen fetalen Zellen und
mutterlichen Immunzellen unbedingt notwendig (Ashkar et al., 2000; Karimi et al.,
2008).

Da der Fetus nicht in direkten Kontakt zum mutterlichen Gewebe tritt, liegt die Annahme
nahe, dass diese kooperativen bzw. schitzenden Mechanismen Uberwiegend im
Bereich der feto-maternalen Schnittstelle angesiedelt sind. Eines der ersten
Phanomene, welches im Zusammenhang mit der immunologischen Toleranz
gegenuber fetalen Zellen nachgewiesen wurde, war die Beobachtung, dass die in
direktem Kontakt zu mutterlichen Zellen lokalisierten fetalen Trophoblastzellen nur in
sehr geringem Ausmald die klassischen HLA Klasse la und Il Molekile an ihrer
Oberflache exprimieren. An ihrer Stelle finden sich auf der Zellmembran invasiver
Trophoblastzellen und fetaler Endothelzellen vielmehr die so genannten ,nicht
klassischen“ monomorphen HLA |Ib Molekile, wie beispielsweise HLA-G (Kovats et al.,
1990, Ishitani et al., 2003), die zudem auch in ihrer I6slichen Form im Bereich der feto-

maternalen Schnittstelle nachgewiesen wurden.
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Es konnte gezeigt werden, dass HLA Ib Molektle an Rezeptoren auf Naturlichen-Killer-
Zellen (NK-Zellen), der zahlenmafRig grof3ten Immunzellpopulation in der Dezidua,
binden. Diese Rezeptoren kdnnen zum einen sogenannte killer-inhibitory-signals®
vermitteln, zum anderen konnen sie Einfluss nehmen auf Art und Ausmald der durch
NK-Zellen produzierten Zytokine (Verma et al., 1997). Die Trophoblast-Zellen kénnen
dadurch einem Angriff durch NK-Zellen entgehen, sie erhalten Signale, die sie fur die
erfolgreiche Invasion ins mutterliche Gewebe dringend bendétigen und zusatzlich werden
weitere NK-Zellen aus der Peripherie in Richtung der Dizidua mobilisiert. (Hanna et al.,
2006)

Das angeborene Immunsystem, zu dem auch die NK-Zellen zu rechnen sind, wird im
Allgemeinen als eine Art ,first line response® auf mogliche Bedrohungen durch
korperfremde Strukturen angesehen. Diese Rolle wird ihm zum einen aufgrund der
Tatsache zugesprochen, dass das angeborene Immunsystem die Fahigkeit besitzt
unmittelbar auf tatsachliche Bedrohungen reagieren zu konnen, d.h. ohne einen
verzogerten Beginn, wie er fiur die Effektoren des adaptiven Immunsystems
charakteristisch ist. Zum anderen kénnen Antigen prasentierende Zellen (APC) mittels
Zytokinen und kostimulatorischer Signale die Charakteristik einer etwaigen Reaktion
des adaptiven Immunsystems in verschiedene Richtungen dirigieren (Janeway und
Medzhitov, 2002).

Eine zentrale Rolle wird dabei den Dendritischen Zellen (DC) zugesprochen (Mellman
und Steinman, 2001). DC bevdlkern vornehmlich solche Gewebe, die an Grenzflachen
zwischen der aulReren Umwelt und dem Korper lokalisiert sind, wie beispielsweise die
Haut, den Magen-Darm-Trakt oder den Uterus (Kammerer et al., 2000; Banchereau et
al., 2000).

In ihrer jeweiligen Umgebung sind DC permanent auf der Suche nach korperfremden
oder Gefahr signalisierenden Strukturen (Matzinger, 2002). Sie sind dabei in der Lage
durch direkten Kontakt oder mittels sezernierter Signalmolekile Uber eine Entfernung
hinweg Informationen an andere Immunzellen weiterzugeben (Mariella et al., 2005, De
Jong et al.,, 2005). Diese von den DC ausgesendeten Informationen spiegeln
sozusagen den immunologischen ,Zustand“ eines jeweiligen Gewebes wider und
veranlassen die Signal empfangenden Effektor-Zellen dazu entsprechend zu reagieren.
Gegenuber harmlosen Nahrungsantigenen, wie sie haufig im Magen-Darm-Trakt
anzutreffen sind, ist die adaquate Reaktion Toleranz (Mowat, 2003, Mahnke et al.,

2003), gegentber eindringenden Krankheitserregern hingegen Abwehr bzw. Angriff.
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Auch im Rahmen einer Schwangerschaft wird DC eine wichtige immunmodulierende
Funktion zugesprochen. Es wird angenommen, dass DC einerseits in der Lage sind bei
T-Zellen einen Zustand der Anergie zu induzieren, andererseits Einfluss auf ihre
Differenzierung zu nehmen (Piemonti et al., 2000). Das von DC exprimierte Enzym
Indoleamine 2,3 Dioxigenase (IDO) greift durch den Abbau der fur die Funktion von T-
Zellen essentiellen Aminosaure Tryptophan hemmend auf den Funktionszustand von T-
Zellen ein und macht sie anfalliger fur apoptotische Signale (Munn et al., 1998, Fallarino
et al., 2002).

Die molekularen Prozesse, tber die DC in die Differenzierung der verschiedenen
Effektor-T-Zell-Populationen eingreifen, sind trotz intensiver Forschung bislang erst
wenig verstanden. Sicher scheint nur zu sein, dass auch hier eine koordinierte
Interaktion zwischen DC und anderen Immunzellen zumeist notwendig, aber nicht
immer hinreichend ist.

So konnte in vitro beobachtet werden, dass humane DC, die gemeinsam mit sog. ,IL18-
induced NK-helper cells“ kultiviert wurden, vermehrt IL-12p70 sezernieren und auf
diesem Wege die Th-Zell- Differenzierung in Richtung auf den Th-1 Phanotyp
vorantreiben (Mailliard et al., 2005).

Interessanterweise konnte in Versuchen an Mauszellen gezeigt werden, dass die
IL12p70 Sekretion nach Interaktion von DC und uterinen NK-Zellen (uNK-Zellen) von
der gleichzeitigen Anwesenheit von Trophoblastzellen abhéngig ist. Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Trophoblastzellen verminderte sich namlich die IL12p70 Sekretion
durch DC signifikant gegenuber der Kultivierung von DC und uNK-Zellen alleine (Blois
et al.,, 2008). Auch bezogen auf die Induktion von Regulatorischen T-Zellen (Treg-
Zellen) durch DC ist ein Zusammenspiel von Immunzellen, Trophoblastzellen und
Zytokinen unabdingbar. So konnte in vitro gezeigt werden, dass DC nach Interaktion
ihres Rezeptors CD200R mit dem auf Trophoblastzellen exprimierten Molekil CD200
unter Anwesenheit von IL-4 vermehrt TGF- und IL-10 sezernieren und die Entwicklung
von CD4*/CD25" T-regulatorischen-Zellen (Treg-Zellen) vorantreiben (Gorczynski et al.,
2005). Treg-Zellen ihrerseits sind in der Lage andere T-Zellen zu inaktivieren und

Einfluss auf ihre Zytokinproduktion zu nehmen.

Die Abwesenheit von CD4*/CD25"Treg-Zellen fiihrt im allogenen Mausmodell zu einem

Abbruch der Schwangerschaft innerhalb weniger Tage (Aluvihare et al., 2004).
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Abb. 1: BV, Blutgefa3; CCL, CC chemokine Ligand; ICAM, Interzellulares Adhaesions Molekul; MIP-1,
macrophage inflammatory protein-1; MIC, MHC class |-related chain; mDC, mature DC; PIGF; placental
growth factor; SIGN, specific ICAM-3—grabbing nonintegrin; SCDF-1, stromal cell-derived factor-1; Tyl, T
helper type 1; TNF-, Tumor Nekrose Faktor-; VEGF, vascular endothelial growth factor. Der gepunktete
Pfeil weist auf einen mdglichen Aktivierungsweg hin . NKG2D, natural killer cell group 2 subfamily of the
killer cell C-type lectin receptor; NK2B4, NK-Zellen Rezeptor 2B4, auch bekannt als CD244.
(Ubernommen aus Karimi et al., 2008)

Ganz allgemein spielt das Verhdaltnis der verschiedenen Zytokine an der feto-
maternalen Schnittstelle wahrend der Schwangerschaft eine ausgesprochen wichtige
Rolle und wird aktuell kontrovers diskutiert. Wahrend die erfolgreiche Schwangerschaft
lange Zeit als ein Th-2 (IL-4, IL-10, TGF-B) Phanomen galt (Wegmann et al., 1993),
wird diese paradigmatische Sichtweise heute mehr und mehr in Frage gestellt (Chaouat
et al., 2002) und als eine "Ubersimplifizierung" verstanden. In verschiedenen Studien

konnte gezeigt werden, dass sowohl Thl- als auch Th2-Zytokine flr eine erfolgreiche
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Schwangerschaft unabdingbar sind. Als entscheidenden Faktor misse man in dieser
Hinsicht die zeitliche Komponente verstehen. Abh&ngig vom zeitlichen Voranschreiten
der Schwangerschaft seien verschiedene Zytokine notwendig, und zwar sowohl vom
Th1- als auch vom Th2-Typ.( Carp, 2004, Knackstedt et al., 2003).

Mit Blick auf die Komplexitat des Zusammenspiels zwischen dem sich entwickelnden
Fotus und dem mutterlichen Immunsystem liegt der Gedanke nahe, dass ein durch
perinatales Stresserleben der Miitter gestortes Equilibrium des Immunesystems an der
feto-maternalen Schnittstelle die Entwicklung des Keims nachhaltig negativ
beeinflussen kann. In Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer solchen Stérung wéhrend der
Schwangerschaft koénnte auch der jeweilige Effekt auf den Foétus variieren. Wahrend
Stérungen zu einem eher frilhen Zeitpunkt die Schwangerschatft in toto in Frage stellen
und zu einer Fehlgeburt fihren, kdnnten sich Stérungen zu einem spéateren Zeitpunkt
als Organ-Fehlentwicklung oder Neigung zur Entwicklung von Krankheiten im spateren

Erwachsenenalter manifestieren.

Die im oberen Abschnitt angesprochenen Immunzell-Populationen exprimieren jeweils
charakteristische Marker-Molekile, an Hand derer sie einer experimentellen
Phanotypisierung zuganglich sind.

Im Falle der NK-Zellen ist es das Oberflachenmolekil CD49b, auch bekannt als Integrin
alpha 2 Kette (ITGA2, GPla), welches sich auf der lUberwiegenden Zahl von ihnen
findet und allgemein als Pan-NK-Zell-Marker bezeichnet wird (Arase et al., 2001).
CD49b bildet zusammen mit der Integrin beta 1 Kette (ITGB1, CD29) den
heterodimeren Very Late Appearing Antigen-2 (VLA-2) Rezeptor. Die am besten
bekannte Funktion des VLA-2 Rezeptors ist die Bindung an Kollagen bzw. Kollagen
plus Laminin (Goldman et al., 1992). Die Familie der VLA-Rezeptoren umfasst bisher
mindestens sechs Vertreter (VLA-1 bis VLA-6). Die VLA-Rezeptoren sind heterodimere
Adhaesionsmolekiile und bestehen aus einer identischen Beta-Untereinheit und jeweils
verschiedenen Alpha-Ketten. Ihre Funktion ist die Vermittiung von Zell-Matrix- und Zell-
Zell-Interaktionen, wobei neben der adhaesiven Komponente meist die
Signaltransduktion im Vordergrund steht. Eine wichtige Rolle spielen die VLA-
Rezeptoren bei der Extravasion und Lokomotion von Leukozyten (Werr et al., 2000).
Zur weiteren Differenzierung innerhalb der NK-Zell-Population kann die Koexpression
von CD3 zusammen mit Cd49b herangezogen werden. CD3 ist ein Bestandteil des T-

Zell-Antigenrezeptor-Komlpexes und dient zusammen mit CD49b als Surrogatmarker
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zur Detektion von NKT-Zellen (Ballas und Rasmussen, 1990). NKT-Zellen stehen
sowohl hinsichtlich ihrer phéanotypischen als auch ihrer morphologischen Erscheinung
zwischen klassischen T- und NK-Zellen (Watanabe et al., 1995). Die Antigenspezifitat
des T-Zellrezeptors der CD49b/CD3 exprimierenden NKT-Zellen ist noch weitestgehend
unbekannt. NKT-Zellen fungieren aufgrund ihrer schnellen Aktivierbarkeit,
gekennzeichnet durch rasche Effektoraktivitditen in Form von Zytotoxizitdt und der
Sekretion von immunmodulatorischen Zytokinen, als eine der ersten Verteidigungslinien
des Immunsystems. Diese Wirkung erzielen sie meist nicht direkt, sondern tber die
Aktivierung weiterer Immunzellen, insbesondere NK-Zellen. Generell amplifizieren NK-
Zellen das NKT-Zellsignal, und NKT-Zellen sind hierbei umso wichtiger, je schwacher
das Ausgangssignal ist (Smyth et al. 2002).

Ein vielfach zur Phanotypisierung von DC herangezogenes Oberflachenmolekdl ist
CD11c, auch bekannt als Integrin aX Kette (ITGAX). CD11c bildet zusammen mit der
Integrin B2 Kette (ITGB2, CD18) ein heterodimeres Trans-Membranprotein der
Integrinfamilie. CD11c findet sich auf nahezu allen myeloiden Dendritischen Zellen,
aber auch, wenn auch in deutlich geringerer Zahl, auf Makrophagen, NK-Zellen und
Neutrophilen (Blois et al.,, 2004). Aufgrund seiner hohen Expressionsdichte in der
Uberwiegenden Zahl myeloider DC wird CD11c als Marker fur diese Zellpopulation
angesehen. Das Integrin CD11c¢c/CD18 ist ein Mitglied der CD18 Integrinfamilie zu der
auch CD11a (LFA-1), CD11b (MAC-1) und CD11d (aD) gehdren (Springer et al., 1986).
Mitglieder dieser Familie weisen die gleiche B-Kette auf und variieren jeweils in ihrer a-
Kette. Obwohl sie sich in ihrer Gro3e und Aminosauresequenz unterscheiden, teilen die
vier bekannten a-Ketten der CD18 Familie doch wichtige funktionelle Strukturmerkmale.
CD11c fungiert als Oberflachenrezeptor fir geléste Faktoren und Proteine wie
beispielsweise LPS, Fibrinogen, iC3b (Ingalls und Golenbock, 1995, Loike et al., 1991,
Malhotra et al.,, 1986) und bindet an verschiedene Zelladhaesionsmolekile wie z.B.
ICAM-1, ICAM-4 und VCAM-1 (Blackford et al., 1996, Ihanus et al., 2007). Obwohl die
genaue Funktion von CD11c im Rahmen der immunmodulatorischen Aktivitat von DC
nicht bekannt ist, wird davon ausgegangen, dass CD11c eine wichtige Rolle in der
Antigenprasentation und T-Zell Aktivierung einnimmt (Castro et al., 2008).

Um innerhalb der DC Population aktivierte DC von nicht aktivierten DC abzugrenzen
kbnnen CD11c-positive Zellen zusatzlich auf die Koexpression von sog.
Aktivierungsmarkern hin untersucht werden. Neben anderen sind daflr die
Oberflachenmolekiile CD54 und CD80 gut geeignet.
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CD54 oder alternativ das Intrazellulare Adhaesionsmolekiil-1 (ICAM-1) ist ein aus 507
Aminosauren bestehendes Transmembran-Molekdl der Immunglobulin Superfamilie,
das auf aktivierten Endothelzellen, Monozyten, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten
exprimiert wird (Kirchhausen et al., 1993). Die Expression von CD54 kann im Rahmen
einer Immunreaktion durch die Wirkung von IL-1 und TNFa deutlich gesteigert werden.
Bevorzugte Liganden fur CD54 sind die Integrine LFA-1 und Mac-1 auf Leukozyten
(Springer, 1994). Es wird angenommen, dass CD54 eine wichtige kostimulatorische
Rolle im Rahmen der MHC-I vermittelten Antigenerkennung durch CD8 positive T-
Zellen zukommt (Lebedeva et al., 2004).

CD80 (B7.1.), ebenfalls ein Molekul der ,Immunoglobulin superfamily“, wird
hauptsachlich an der Oberflache von Antigen présentierenden Zellen exprimiert. Die
Rezeptoren fur CD80 sind CD28 und ,cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4°
(CTLA-4, CD152) und werden Uberwiegend auf T-Zellen exprimiert. Die beiden
Rezeptoren nehmen allerdings gegensatzliche Rollen bei der Aktivierung ihrer
Zielzellen ein (Manzotti et al., 2006). Wahrend die Giber CD28 vermittelten Signale zur
T-Zell Proliferation und verstarkten IL-2 Sekretion fihren (Lenschow et al., 1996),
resultiert aus der Bindung von CD80 an CTLA-4 eine Inhibierung der IL-2 Produktion
und eine verminderte Zellzyklus-Progression bei T-Zellen (Walunas et al.,, 1994).
Unterstrichen wird die immunsupprimierende Rolle der CD80/CTLA-4-Interaktion durch
die Beobachtung im Tierversuch, dass CTLA-4"Mause an einem massiven
lymphoproliterativen Syndrom leiden und innerhalb der ersten vier Wochen nach Geburt
versterben (Tivol et al., 1995).

Zur Charakterisierung der wichtigen Gruppe der T-Helfer-Zellen dient das CD4 Molekiil.
CD4 ist ein so genannter Korezeptor, der hauptséchlich auf T-Zellen exprimiert wird und
dort gemeinsam mit dem T-Zell-Rezeptor das antigenbeladene MHC-Klasse Il Molekiil
erkennt. CD4 ist ein 433 Aminosauren grofRes Glykoprotein mit einem kurzen
zytoplasmatischen Abschnitt und einem aus vier hintereinander liegenden
Immunglobulindoménen bestehenden extrazellularen Anteil. In der immunologischen
Forschung ist CD4 ein etablierter Marker fur T-Helferzellen.

Um innerhalb der CD4" Zellen Treg-Zellen zu identifizieren konnen diese auf die
zusatzliche Expression von CD25 und CD103 bzw. FoxP3 hin selektiert werden. CD25
ist identisch mit der IL-2 Rezeptor a-Kette (IL-2Ra), welche gemeinsam mit der IL-2
Rezeptor B-Kette (IL-2Rp, CD122) und der ,common cytokine-receptor y-chain“ (yc,
CD132) den hoch affinen IL-2 Rezeptor auf aktivierten T-Zellen bildet (Nelson und
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Willerford, 1998). Anfanglich wurde die tber IL-2 vermittelte klonale Expansion von
aktivierten T-Zellen als Haupteffekt der IL-2 Rezeptor Aktivierung betrachtet. Neuere
Studien legen den Funktionsschwerpunkt hingegen auf die Beteiligung des IL-2
Signalwegs an der Homeostase von CD25" Treg-Zellen (Sakaguchi et al., 1995, Turka
und Walsh, 2008). In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Toleranz
vermittelnde T-Zellen auf ihrer Oberflache zusatzlich zu CD4 auch CD25 exprimieren
(Sakaguchi et al., 2001, Piccirillo und Shevach, 2004).

CD103, die a-Kette des aEB7 Integrins, ist ebenfalls ein spezifischer Marker fur Treg-
Zellen der Maus (Lehmann et al., 2002) und des Menschen (Allakhverdi et al., 2006).
Uber die Bindung an E-Cadherin ist das aER7 Integrin an der Akkumulation von Treg-
Zellen in entziindlichen Geweben mitbeteiligt (Suffiav et al., 2005,).

Der in T-Zellen exprimierte ,forkhead/winged helix transcription factor p3“ (Foxp3) ist,
anders als die zwei zuvor beschriebenen Oberflachenmarker, ein intrazellulares Molekdl
mit der Funktion eines Transkriptions-Faktors. Es konnte gezeigt werden, dass Foxp3
mafRgeblich an der Bildung und Differenzierung von CD4°/CD25" Treg-Zellen beteiligt
ist (Fontenot et al.” 2003, Hori et al., 2003’). Ein eindrucksvoller Beleg dafir ist die
Beobachtung, dass sowohl Mause (Godfrey et al., 1991) als auch Menschen (Bennett
et al.,, 2001, Wildin et al., 2001) mit Mutationen im Foxp3-Gen von Geburt an unter
schweren Autoimmunerkrankungen leiden. Seit seiner Entdeckung diente Foxp3 in
einer grof3en Zahl von Experimenten als Marker fir Treg-Zellen (Fontenot et al., 2005,
Schwartz, 2005). Eine weitere Gruppe von Oberflachen Molekilen, die weniger als
Marker einer bestimmten Zellpopulation Verwendung finden als viel mehr Auskunft Gber
die dominierende Dynamik einer bestehenden Immunreaktion geben, ist die Familie der
CC-Motiv Chemokinrezeptoren (CCR).

CCRS ist ein Rezeptor, der auf nahezu allen gewebeinfiltrierenden T-Lymphozyten
exprimiert wird, hauptsachlich allerdings von Thl Lymphozyten (Qin et al., 1998).
Mogliche Bindungspartner von CCR5 sind RANTES, MIP-1a und Mip1-.

Der CC-Motiv Chemokinrezeptoren 7 (CCR-7) ist ein Leukozyten "Homing-Rezeptor".
Die Liganden fur CCR7, CCL19 und CCL21 werden, im Gegensatz zu den meisten
anderen Chemokinen, konstitutiv im Gewebe exprimiert und nicht nur im Falle einer
Entzindung oder Infektion (Rot und von Andrian, 2004). Unter homoostatischen
Bedingungen wird Uber die Interaktion von CCR7 mit seinen Liganden die
routinemafige Migration von Immunzellen in die sekundaren lymphatischen Gewebe

gesteuert (Bromley et al., 2005). Auch fur die genaue Positionierung der Leukozyten in
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bestimmten funktionellen Kompartimenten innerhalb der Iymphatischen Organe

scheinen Interaktionen mit CCR7 verantwortlich zu sein (Forster et al., 1999).

1.4  Stressreaktion und Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-System

Stresserleben wirkt Uber eine Reihe von Effektorsystemen auf den gesamten Korper.
Die zwei zentralen Regelkreise der Stressreaktion sind dabei das Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-System  (Hypthalamus-Piturity-Adrenal-Axis, HPA-
Achse) und das Locus ceruleus-Noradrenalin(LC-NE)/Autonome (sympathische)
Nervensystem (Chrousos und Gold, 1992). Beide Systeme sind sehr eng miteinander
verknupft und interagieren — wie im Folgenden beschrieben - auf verschiedenen
Ebenen (Saper et al., 1976).

Als Haupteffekt einer Aktivierung der HPA-Achse wird eine gesteigerte
Cortisolausschiittung aus der Nebennierenrinde angesehen. In als belastend erlebten
Situationen werden Uber Projektionen aus dem Limbischen System Nervenzellen im
Nukleus paraventricularis des Hypothalamus (Para ventricular nucleus, PVN) aktiviert,
die CRH in den hypophysaren Portalkreislauf sezernieren.

An corticotropen Zellen der Adenohypophyse stimuliert CRH die Synthese und
Freisetzung von Corticotropin (adrenocorticotropes Hormon, ACTH) (Rivier et al., 2003).
ACTH ist ein Spaltprodukt des Proopiomelanocortin (POMC), aus dem nach
posttranslationaler Prozessierung neben ACTH noch bis zu neun weitere funktionelle
Peptide wie z.B. Melanozyten-stimulierende Hormone (MSH), y-Lipotropin (y-LPH) und
B-Endorphin freigesetzt werden kénnen. ACTH wiederum bindet an Zellen der Zona
Fasciculata der Nebennierenrinde, wodurch es die Synthese und Ausschittung von
Cortisol stimuliert.

Das Glukokorticoid Cortisol wiederum hat umfangreiche Wirkungen auf die
verschiedensten Stoffwechselprozesse des menschlichen Korpers. Es stimuliert die
Gluconeogenese in der Leber, wirkt katabol auf den Protein- und Fettstoffwechsel,
erhoht bei ausreichender Konzentration die Kaliumausscheidung und die
Natriumretention, steigert die Empfindlichkeit von Adrenozeptoren gegenuber
Catecholaminen und wirkt in grof3em Umfang immunsuppressiv (Voigt, 2001).

Die basale Aktivitat der HPA-Achse folgt einer zirkadianen Rhythmik ergdnzt durch
kurzzeitig hoherfrequente pulsatile Sekretion mit einem Tagesmaximum kurz vor und

nach dem Aufstehen am Morgen und einem Minimum gegen Mitternacht.
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Neben der direkten Wirkung von CRH auf die HPA-Achse stimulieren einige CRH-
positive Zellen auch Neuronen des symphatischen Nervensystems im Locus coeruleus
des Hirnstamms, von wo aus wiederum alle Zentren der HPA-Achse durch
symphatische Innervation beeinflusst werden kénnen. Ebenso aktivieren Zytokine, vor
allem der Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a), IL-1 und IL-6, Uber hypothalamische
Neurone die Kortisolachse (Sapolsky et al., 1987, Akira et al., 1990).

Auf allen genannten Ebenen bestehen ausgepréagte Feedback-Mechanismen, die daflr
Sorge tragen einen uberschie3enden Konzentrationsanstieg der geregelten Hormone
abzuwenden und in einem angemessenen Zeitrahmen wieder auf ein normales
Aktivitdtsniveau zu bringen (Hodges, 1984). So hemmt beispielsweise Cortisol die
Freisetzung von CRH und ACTH aus dem Hypothalamus bzw. der Hypophyse durch
negatives Feedback, wahrend Adrenalin ihre Freisetzung durch positives Feedback
stimuliert (Kovacs und Makara, 1988).

CRH wird aul3er in den oben genannten Bereichen noch in verschiedenen weiteren
Regionen des ZNS exprimiert, wie beispielsweise im Cortex, im Limbischen System und
in weiteren Kerngebieten des Hirnstamms, die mit der Regulation autonomer
Korperfunktionen assoziiert sind. Es wird angenommen, dass CRH dort als
Neurotransmitter bzw. Neuromodulator wirkt, Gber den eine Reihe biologischer
Reaktionen wie angstliches Verhalten, Nahrungsaufnahme, Lernen, Blutdruckregulation
und Sexualverhalten beeinflusst werden. Darlber hinaus wird CRH eine
proinflammatorische Wirkung zugesprochen, die sowohl im Tierexperiment als auch
beim Menschen nachgewiesen werden konnte (Karalis et al., 1991, Crofford et al.,
1992).

Nimmt man diese Ergebnisse zusammen, so liegt die Einschatzung nahe, dass CRH
nicht alleine die endokrine Stressreaktion dirigiert, sondern vielmehr die verschiedenen
an der Stressreaktion beteiligten Ebenen, also das vegetative Nervensystem, das
Verhalten und das Immunsystem integriert und steuert.

Aber auch auRerhalb des ZNS finden sich in verschiedenen Spezies CRH-
produzierende Zellen. So ist beispielsweise fur den Menschen die Produktion von CRH
in der Plazenta seit langem belegt (Grino et al., 1987). Es konnte zudem beobachtet
werden, dass im Verlauf der Schwangerschaft der Spiegel von in der Plazenta
synthetisiertem CRH exponentiell ansteigt und zum Zeitpunkt der Niederkunft einen
Spitzenwert erreicht (Emanuel et al., 1994). Dartiber hinaus wurde nachgewiesen, dass

in Schwangerschaften, die mit einer Frilhgeburt endeten, der Anstieg des plazentaren
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CRH deutlich steiler war als bei Schwangerschaften, die sich Uber die
durchschnittlichen 38 Wochen oder noch dartiber hinaus erstreckten (Torricelli et al.,
2006). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass CRH beim Menschen als
.plazentare Uhr“ wirkt und die Dauer der Schwangerschaft entscheidend bestimmt
(McLean et al., 1995).

Dem steht der ausgepragte hemmende Effekt gegenuber, den eine Aktivierung der
HPA-Achse auf das weibliche Fortpflanzungssystem ausibt (Rivier et al., 1986). So
inhibiert CRH und das durch CRH induzierte B-Endorphin die Sekretion von GnRH aus
dem Hypothalamus und Cortisol wirkt auf der Ebene der Hypophyse inhibierend auf die
Ausschittung von Lutenisierendem Hormon (LH). Diese Mechanismen scheinen auch
fur das bekannte Phanomen der stressinduzierten Amenorrhoe verantwortlich zu sein
und haben damit eine weitreichende reproduktionsmedizinische Relevanz (Chrousos et
al., 1998).

1.5 Die Rolle von Progesteron in der Schwangerschaft

Progesteron ist ein eng mit der Schwangerschaft assoziiertes Steroidhormon. Es ist
sowohl fir die Etablierung einer Schwangerschaft als auch fur deren Aufrechterhaltung
bis zur erfolgreichen Niederkunft essentiell (Graham und Clarke, 1997). Diese Tatsache
wird eindrucksvoll dadurch demonstriert, dass beim Menschen die Verabreichung von
Progesteronrezeptor-Antagonisten innerhalb der ersten sieben
Schwangerschaftswochen zum zeitnahen Abort fihrt (Das und Catt, 1987). Ebenfalls zu
einem Abort fuhrt die Entfernung des Progesteron produzierenden Corpus Luteum im
Nagetier-Modell (Deanesly, 1973).

Neben seiner wichtigen Rolle bei der Ovulation und der Transformation des
Endometriums wirkt Progesteron in hohem Mal3e immunmodulatorisch (Elger et al.,
1987, Miyaura und Iwata, 2002). Die immunmodulatorische Kapazitat von Progesteron
wird dabei mal3geblich von dem sogenannten Progesteron induzierten Blocking Faktor
(PIBF) vermittelt (Szekeres-Bartho et al., 1985). PIBF wird nach Bindung von
Progesteron unter anderem von Leukozyten und Trophoblastzellen sezerniert und
entfaltet daraufhin seine Wirkung auf die verschiedenen Zellpopulationen (Anderle et
al.,, 2008, Szekeres-Bartho und Wegmann, 1996). Zu den bisher beschriebenen
Wirkungen, die PIBF auf Zellen des Immunsystems ausibt, gehort die Verschiebung

des Verhaltnisses zwischen Thl- und Th2-Zellen zu Gunsten von Th2-Zellen (Piccinni
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et al., 1995), die Suppression der zytolytischen Aktivitdit von NK-Zellen (Szekeres-
Bartho et al., 1997) und eine gesteigerte Synthese von asymmetrischen Antikbrpern
durch B-Zellen (Kelemen et al., 1996), um nur die wichtigsten zu nennen. Es wird daher
davon ausgegangen, dass eine adaquate Menge an Progesteron fur eine erfolgreiche
Schwangerschaft essentiell ist. Darliber hinaus kann angenommen werden, dass die
negativen Auswirkungen von psychoemotionalem Stress auf die weiblichen
Reproduktionsorgane in groRem MalRe Uber inhibierende Wirkungen auf Progesteron
vermittelt werden (Wiebold et al., 1986, Chrousos et al., 1998; Nepomnaschy et al.,
2007). So konnte im Mausmodell fir stressinduzierte Aborte gezeigt werden, dass
experimentell gestresste Tiere verringerte Progesteron- und PIBF-Level und eine
verminderte Zahl von Progesteronrezeptoren im Bereich der feto-maternalen
Schnittstelle aufwiesen. Durch die Verabreichung von Dydrogesteron, einem
Progesteron-Agonist, normalisierte sich die Konzentration von PIBF wieder und die
zuvor beobachteten negativen Effekte auf die Schwangerschaft der Versuchstiere
konnten verhindert werden (Joachim et al., 2003).
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2. Fragestellung

Der Einfluss von Umweltfaktoren wahrend der Schwangerschaft, wie z.B. eine
gesteigerte Stresswahrnehmung, auf die Vulnerabilitdt fir bestimmte Krankheiten im
spateren Leben des Kindes konnte in einer Vielzahl von Untersuchungen belegt
werden. Die zugrundeliegenden Mechansimen, die zu dieser gesteigerten Vulnerabilitat
fuhren, sind bislang jedoch erst wenig verstanden.

In der vorliegenden Arbeit wurden mdgliche Mediatoren und Mechanismen bei
trachtigen Mausen und den noch ungeboren Nachkommen daraufhin untersucht, ob sie
sich in Abhangigkeit von einer Stressbehandlung veréandern und somit ,mdglicher
Weise, an der "fetalen Programmierung” durch Stress beteiligt sind.

Dabei wurde sich des gleichen Versuchsdesigns bedient, wie es auch in der Arbeit von
Pincus-Knackstedt et al. Verwendung fand, mit dem Unterschied, dass die trachtigen
Tiere noch vor der Geburt ihrer Nachkommen get6tet und die zu untersuchenden
Gewebe entnommen wurden. In der genannten Arbeit wurden die Tiere syngen
verpaart.

Um eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem Tiermodell auf die
Verhaltnisse beim Menschen zu ermdglichen wurde in der vorliegenden Arbeit ein Teil
der zellularen Untersuchungen, z.B. die durchflusszytometrischen Analysen, sowohl an
Geweben von syngen wie auch von allogen verpaarten Tieren praktiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung eines modifizierten Mausmodells
fur Fetale Programmierung von Krankheiten des Erwachsenenalters untersucht,
inwiefern sich eine Stressexposition in der spaten Schwangerschaft auf das
immunologische Gleichgewicht an der Feto-Maternalen Schnittstelle, auf das oberste
Regelsystem der HPA-Achse und auf die Serum- bzw. Amnionkonzentration des

bedeutendsten Stress- bzw. Schwangerschaftshormons auswirkt.
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Die speziellen Fragestellungen lauten:

(1) Welchen Einfluss hat eine Schallstressexposition in der spaten Schwangerschaft
auf den Phanotyp der Zellen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems, die
mal3geblich an den immunologischen Anpassungsvorgédngen wahrend der
Schwangerschatt beteiligt sind, wie z.B. Th-Zellen, Treg-Zellen, DC und NK-, bzw. NKT-
Zellen im Uterusgewebe der trachtigen Mause?

(2) Welchen Einfluss hat eine Schallstressexposition in der spaten Schwangerschatft auf
den Phanotyp der Zellen des angeborenen, bzw. des erworbenen Immunsystems, am
Beispiel von NK-, bzw. NKT-Zellen und CCR5" und CCR7" Leukozyten, im Blut der

trachtigen Mause?

(3) Welchen Einfluss hat eine Schallstressexposition in der spaten Schwangerschatft auf
den Phénotyp der Zellen des angeborenen, bzw. des erworbenen Immunsystems,
namentlich Th-Zellen, Treg-Zellen und DC, in den, den Uterus drainierenden,

inguinalen Lymphknoten der trachtigen Mause?

(4) Lassen sich in den Gehirnen trachtiger Mause, die in der spaten Schwangerschaft
einer Schallstressexposition ausgesetzt waren, messbare Veradnderungen der
Expression von CRH mRNS im PVN des Hypothalamus oder in der Amygdala

nachweisen?

(5) Lassen sich im Serum trachtiger Mause, die in der spaten Schwangerschaft einer
Schallstressexposition ausgesetzt waren, oder in der Amnionflissigkeit ihrer
ungeborenen Nachkommen messbare Veranderungen der Corticosteron-Konzentration

oder der Progesteron-Konzentration nachweisen?
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die im Folgenden beschriebenen Experimente und Untersuchungen sind an Mausen,
bzw. an aus Mausen entnommenem Gewebe, durchgefihrt worden. Die Maus ist in der
Biomedizinischen Forschung ein gangiger Modellorganismus, an dem bereits viele
wissenschaftliche Fragestellungen untersucht worden sind. Die technisch relativ
einfache Verpaarung der Tiere und die umfangreichen Kenntnisse vom Verlauf der
Trachtigkeit bei der Maus waren notwendige Voraussetzungen fur das Gelingen der
Experimente. Auch legt die Ahnlichkeit von Mensch und Maus, in Hinblick auf die
Plazentamorphologie und den Aufbau sowie die Funktion der HPA-Achse, die Arbeit am
Mausmodell nahe. In der Stressforschung sind die fur die vorliegende Arbeit
verwendeten Maus-Stamme, BALB/c und CBA/J, etablierte Arbeitsmittel. Fir den ersten
Versuch wurden weibliche BALB/C Mé&ause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) im
reproduktionsfahigen Alter von sechs bis acht Wochen ausgewahlt, fir den zweiten
Versuch fiel die Wahl auf weibliche Mause des Stammes CBA/J (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland) im gleichen Alter.

Nach der Ankunft in der Versuchstiereinrichtung wurden die Tiere fur eine Woche
ungestort in ihren Kafigen gehalten um eine optimale Gewdhnung an die veranderte
Umwelt zu gewahrleisten und Effekte des durch den Transport bedingten Stresses auf
die Versuchstiere zu minimieren. Die Tiere wurden in Gemeinschaftskéafigen in der
Versuchstierhaltung der Charité, Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow (Berlin,
Deutschland) mit einem kinstlichen zwdlfstiindigen Tag/Nacht Rhythmus gehalten und
mit Wasser und entsprechender Tiernahrung ad libitum versorgt. Die Versorgung der
Tiere und der Aufbau des Versuches wurden durch die zustéandige lokale Behdrde fir
die Durchfihrung von Tierversuchen, dem Landesamt fur Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LaGeSo, Berlin, Deutschland) gepruift
und genehmigt, sowie nach den Richtlinien des LaGeSo fur die Behandlung von

Versuchstieren durchgefihrt.
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3.1.1 Verpaarung der Versuchstiere

Im ersten Versuch wurden weibliche BALB/c Mause syngen mit mannlichen BALB/c
Tieren verpaart. Im zweiten Versuch wurden weibliche CBA/J Mause mit ménnlichen
BALB/c Mausen allogen verpaart. Dafur wurden zwei weibliche Tiere mit jeweils einem
mannlichen Tier Gber Nacht in einem gemeinsamen Kafig untergebracht. Am folgenden
Morgen wurden die Tiere auf das Vorhandensein eines Vaginal-Plugs hin untersucht.
Das Erscheinen eines Vaginalplugs markiert die stattgefundene Konzeption. Das
Gestationsalter bei Auffinden des Vaginalplugs wurde auf Tag 0,5 (Gestation day, GD)
festgelegt. AnschlieBend wurden die trachtigen Tiere per Zufall entweder der

Stressgruppe oder der Kontrollgruppe zugeteilt.

Vaginal-Plug 1.Strebe- 2 StreRbe- Gewebe
\ handlung handlung Entnahme

| |

|
R ——

GD125 GD145 GD 16,5

Abb. 2: Grafische Darstellung des Versuchsablaufs. Das Auffinden eines Vaginal-Plugs bezeichnet Tag
0,5 der Schwangerschaft. An Tag 12,5 der Schwangerschaft erfolgte die erste Stressbehandlung, an Tag
14,5 der Schwangerschaft erfolgte die zweite Stressbehandlung. An Tag 16,5 der Schwangerschaft
erfolgte die Probenentnahme. GD, Gestation day.

3.1.2 Stressexposition

Die Stressexposition erfolgte bei beiden Versuchen in gleicher Weise. An GD 12,5 und
an GD 14,5 wurden die trachtigen Tiere fur die Dauer von 24 Stunden definiertem
Schallstress ausgesetzt. Zu diesem Zweck wurde im Kafig der zu behandelnden Tiere
ein Nagetierabwehrgerat (Wiahlmausfrei, Conrad Electronics, Berlin, Deutschland)
platziert, so dass die Tiere der Gerauschquelle nicht ausweichen konnten (Arck et al.,
1995a; Joachim et al., 2003). Das Nagetierabwehrgerat erzeugte in unregelmafligen
Absténden vier mal pro Minute ein Gerausch mit einer Frequenz von 300 Hz und einer
Lautstarke von 75-80 dB. Die Tiere der Kontrollgruppe blieben fir die Dauer des
Versuchs ungestort, abgesehen von tierpflegerischen Tatigkeiten und der

Organentnahme am Ende des Versuchs.
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Die Verwendung des in dieser Arbeit benutzten Nagetierabwehrgerats als Stressor ist in
der Stressforschung ein etabliertes Verfahren. In zahlreichen Versuchen, bei denen ein
Nagetierabwehrgeréat gleicher Bauart verwendet wurde, konnten Effekte der
Schallstressexposition auf die Schwangerschaft nachgewiesen werden. So zeigte sich
beispielsweise eine verminderte Expression von Galectin-1 (Gal-1), einem
immunmodulatorischen Glycan-Bindungsprotein im Myometrium und der Dezidua
trachtiger Tiere nach Stressexposition. Aber auch in anderen Forschungsbereichen ist
dieser Stressor etabliert: so konnten Effekte auf Faktoren, welche das Haarwachstum
beeinflussen, nachgewiesen werden, wie beispielsweise eine vermehrte intrafollikulare
Apoptose nach Stressexposition.

Der Versuchsaufbau und damit auch die Verwendung des besagten Stressors ist aus
einem weiteren Grund zweckdienlich: die inhaltliche N&he dieser Arbeit zu der in
Abschnitt 2 erwahnten Originalarbeit von Pincus et al, in der das selbe
Nagetierabwehrgeréat benutzt wurde, macht im Sinne der Kontinuitéat seine Verwendung

auch in dieser Arbeit notwendig.

3.2 Gewebegewinnung

3.2.1 Blutentnahme und Toétung der Versuchstiere

An GD 16,5, zwei Tage nachdem die Tiere der Stressgruppe der zweiten
Stressexposition unterzogen wurden, sind alle Mause getétet und die vorgesehenen
Gewebeproben entnommen worden. Zu diesem Zweck wurde den Mausen eine hohe
Dosis Ketamin (Ketanest, Parke-Davis, Freiburg, Deutschland, 10 mg/kg
Kdrpergewicht) mit 2% Xylazinhydrochlorid (Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland)
intraperitoneal appliziert. Nach Eintritt der volligen Areflexie wurde den narkotisierten
Tieren mittels Retrobulbarpunktion Blut entnommen. Anschlieend erfolgte ihre Tétung
durch Dislokation der Halswirbelsaule. Das entnommene und mit 30 ul Heparin

versetzte Blut wurde bis zur Weiterbehandlung bei 4°Celsius gelagert.
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3.2.2 Entnahme der inguinalen Lymphknoten

Die Haut der Versuchstiere wurde entlang der Linea Alba von der Mitte des Sternums

bis kurz vor den Schwanzansatz transversal durchtrennt und das Fell nach caudal hin

entfernt. Pro Tier wurden zwei inguinale Lymphknoten entnommen in PBS (Dulbecco’s
PBS, Cat. No:H15-002, PAA Laboratories GmbH, Pasching Austria) Gberfuhrt und bis

zur Weiterbehandlung fur die durchflusszytometrische Analyse bei 4°Celsius gelagert.

Abb. 3: Links: Das verwendete Nagetierabwehrgerat (Wihimausfrei, Schallgeber 75-80 db bei einer
Frequenz von 300 KHz in Intervallen von ca. 15 s) in einem Ka&fig zusammen mit Tieren der
Stressgruppe. Die Tiere konnten der Stressbelastung auf diese Weise nicht entgehen. Rechts:
Entnommener Uterus mit sieben Implantationsstellen.

3.2.3 Isolierung des Uterus und Gewinnung der Amnionflssigkeit

Das Bauchfell der Versuchstiere wurde entlang der Linea Alba vom Unterrand des
Sternums bis kurz vor die Symphyse transversal durchtrennt und der Zugang zur cavita
abdominalis und zu kleinem und groBem Becken eréffnet. Der fruchttragende Uterus
wurde von anhaftendem Fett und versorgenden Gefal3e befreit. Anschliel3end erfolgte
die Durchtrennung des uterinen Bandapparats und der Vagina um den kompletten
Uterus samt der Embryos entnehmen zu kénnen. Pro Tier wurde eine vollstandige
Implantationsstelle, bestehend aus dem maternalen Uterusgewebe, der Plazenta und
dem Embryo samt Fruchthillen, vom restlichen Uterus abgetrennt. Die
Implantationsstelle wurde mit Einbettmedium Uberschichtet und in -20° Celsius kaltem
Methanol langsam gekihlt um anschlieBend in flissigem Stickstoff komplett
durchgefroren zu werden. Bis zur Weiterverarbeitung zwecks immunhistochemischer

Farbung lagerten die entnommenen Implantationsstellen bei -80° Celsius im
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TiefkUhlschrank. Aus dem verbliebenen Uterus wurden alle Embryoplazentaren-
Einheiten entfernt, die mutterlichen Gewebeanteile hingegen wurden bei 4°Celsius in
PBS bis zur Weiterbehandlung fur die durchflusszytometrische Analyse gelagert. Die
zuvor vom Uterus separierten Embryoplazentaren-Einheiten wurden in PBS gewaschen
um daraufhin mittels Punktion Flussigkeit aus der Amnionhdhle zu entnehmen. Die
Amnionflussigkeit wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° Celsius im
TiefkUhlschrank aufbewahrt.

3.24 Entnahme des Gehirns

Um das Gehirn dem kndchernen Schéadel entnehmen zu kénnen wurde zunachst das
Fell samt Haut vom Kopf der Versuchstiere entfernt. Ausgehend vom Foramen Magnum
erfolgte dann die Durchtrennung des Os occipitale latteral Gber dem Condylus
occipitalis um oberhalb der Pars squamosa des Os temporale das Os interparietale, das
Os parietale und das Os nasale bis zur Sutura nasofrontalis zu durchschneiden.
Nachdem auf der Gegenseite in gleicher Weise verfahren wurde, konnte das
Schadeldach abgehoben und das Gehirn mit einem scharfen Loéffel unterhalb des
Hirnstamms vom Ruckenmark getrennt werden. Das enthommene Gehirn wurde mit
Hilfe von Einbettmedium (Tissiue-Tec, O.C.T. 4583, Sakura Finetek Europe
Zoeterwoude, Niederlande) auf einer Korkplatte befestigt und in -20° Celsius kaltem
Methanol langsam gekihlt um anschlieBend in flissigem Stickstoff komplett
durchgefroren zu werden. Bis zur Weiterverarbeitung mittels In situ Hybridisierung

lagerten die entnommenen Gehirne bei -80° Celsius im Tiefkihlschrank.

3.3 Bearbeitung des Gewebes und Auswertung
3.3.1 Durchflusszytometrische Analyse von Uterus, inguinalen Lymphknoten
und Blut

Das auf 4° Celsius gekuhlte Blut wurde mit 1 ml Lysepuffer und 9 ml H,O versetzt. Nach
8 Minuten Einwirkzeit wurde das Lysat aus roten Blutkérperchen und Puffer abgesaugt
und das verbliebene Leukozytenkonglomerat am Boden des Reagenzglases in 10 mi

frischem PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nun bei 4°Celsius mit 1500 rpm
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fir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die verbliebenen Zellen bis
auf Weiteres bei 4° Celsius im Kuhlschrank gelagert.

Die in 4° Celsius kaltem PBS befindlichen inguinalen Lymphknoten wurden tber ein
Zellsieb (Cell Strainer, REF 352360, BD Biosciences) mit einer Maschenweite von 100
pm in ein mit 10 ml PBS gefilltes Reagenzglas Uberfuhrt. Das Netz sollte grol3e Zellen
und Extrazellulare Matrix sowie den tUberwiegenden Teil des Fettes zurtickhalten und
von der Leukozytenfraktion abtrennen. Die Uberfuhrten und in PBS gelGsten Zellen
wurden anschlieRend bei 4° Celsius mit 1500 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die verbliebenen Zellen bis auf Weiteres bei 4° Celsius im
Kihlschrank gelagert.

Das fur die durchflusszytometrische Analyse vorgesehene Uterusgewebe wurde
sorgfaltig in kleine Stiicke zerschnitten und in ein mit 25 ml HBSS (GIBCO HBSS,
14025-050 Invitrogen,Paisley, UK) gefllltes Becherglas uberfuhrt, welchem
anschlieend 200 U/ml Hyaloronidase (Nr. H3506; Sigma-Aldrich, Stadt, Germany),
1mg/ml Kollagenase (Typ C-2139; Sigma-Aldrich, Stadt, Germany) und 0,2 mg/ml
DNAse (Nr. 1284932; BD Biosiences, Heidelberg, Germany) beigegeben wurde. Das
zerkleinerte Uterusgewebe wurde bei 37° Celsius fur 20 Minuten der degestiven
Wirkung des Enzymgemischs ausgesetzt. AnschlieRend wurde die Suspension lber ein
Sieb (Cell Strainer, REF 352360, BD Biosciences) mit einer Maschenweite von 100 uym
in ein mit 10 ml PBS gefiilltes Reagenzglas Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde nun
vorsichtig mit 3 ml Lympholite (Lympholite-M, CL5030, Cedarlane Laboratories Ltd.,
Hornby Ontario, Kanada) Uberschichtet und bei Raumtemperatur mit 2100 rpm fir 20
Minuten zentrifugiert. Die Zugabe von Lympholite beginstigte die Anreicherung von
Leukozyten in einer bestimmten Phase der Suspension, so dass eine gezielte
Entnahme dieser Zellen mdglich wurde. Die enthommenen Zellen wurden dann in ein
mit 10 ml FACS Puffer geflillites Reagenzglas eingebracht und bei 4° Celsius mit 1500
rom fur 10 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugierung wurde der Uberstand
abgesaugt und die verbliebenen Zellen bis zur Weiterbehandlung bei 4° Celsius im
Kihlschrank gelagert. In den Gewebeproben wurden Oberflachenmolekile, sog.
,Cluster of Differentiation“ (CD), mit monoklonalen Antikérpern markiert um sie der
durchflusszytometrischen Analyse zuganglich zu machen (siehe Tabelle 1). Die
Auswahl der jeweils gefarbten Oberflachenmolekiile orientierte sich dabei an den
etablierten Markern fir die unterschiedlichen Lymphozytenpopulationen.

Im Lymphknoten wurden monoklonale Antikdrper gegen CD4 (RM4-5, 553048, BD
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Pharmingen), den T-Zell-Antigenrezeptor-Korezeptor, CD25 (3C7, 553075,BD
Pharmingen), die Interleukin-2-Rezeptor alpha Kette (IL2Ra) und CD103 (M290,
557494, BD Pharmingen), die Integrin alpha-E-Kette (ITGAE), als Marker fur T-
Helferzellen (CD4) bzw. T-Regulatorische-Zellen (CD4, CD25, CD103) verwendet. Um
Aussagen uber Dendritische Zellen (DC) machen zu kdénnen kamen daruber hinaus
monoklonale Antikérper gegen CD11c (HL3, 553800,BD Pharmingen), die Integrin
alpha-X-Kette, CD80 (RMMP, MCA1586 Serotec), den kostimulatorischen Rezeptor B7
und CD54 (3E2, 553253, BD Pharmingen), das Intrazellulare Adhé&sionsmolekil-1
(ICAM-1) zum Einsatz. Im Blut lag ein Fokus der Untersuchung auf NK-Zellen und NKT-
Zellen, daher wurden monoklonale Antikérper gegen CD49b, die Integrin alpha 2 Kette
(ITGA2), als Marker fur NK-Zellen und gegen CD3 (145-2C11, 553061, BD
Pharmingen), einen Bestandteil des T-Zell-Antigenrezeptor-Komlpexes, welcher in
Kombination mit CD49b als ein Marker fur NKT-Zellen gilt, verwendet. Des weiteren
wurde die Expression von Aktivierungs- und Rekrutierungsmarkern von Leukozyten
untersucht. Zu diesem Zweck wurden monoklonale Antikdrper gegen CD195 (C34-
3448, 559922, BD Pharmingen), den C-C-Motiv-Chemokinrezeptor-5 (CCR-5), CD197,
den C-C-Motiv-Chemokinrezeptor-7 (CCR-7) und CD11a, die Integrin alpha-L-Kette
(ITGAL) eingesetzt. Im Uterus wurden die T-Zellmarker CD4, CD25 und CD103, die
NK-Zellmarker CD49b und CD3 sowie die Marker fir DC, CD11c, CD80 und CD54

verwendet.

Verwendete monoklonale Antikérper

GEWEBE Farbung NR. FITC PE APC
Lymphknoten 1 CD 80 CD54 CD11lc
Lymphknoten 2 CD103 CD4 CD25

Uterus 1 CD 80 CD54 CD11c
Uterus 2 CD103 CD4 CD25
Uterus 3 CD3 CD49b -
Blut 1 CD3 CCR7 -
Blut 2 CD3 CD49b CCR5
Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der verschiedenen Kombinationen von monoklonalen

Antikdrpern mit den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffen und ihr Einsatz zur Analyse der verschiedenen
Gewebe.
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Die Farbung der entnommenen Zellen erfolgte nach einem einheitlichen Protokoll,
welches nicht zwischen den Herkunftsgeweben der jeweiligen Zellsuspension
unterschied. Die bei 4°Celsius bereitgehaltenen Zellen wurden mit FACS-Puffer (50 pl
pro Farbung) verdunnt, mit 2% Mausnormalserum (Mouse Serum, X0910, DAKO A/S
,Glostrup Danemark) versetzt und fur 20 Minuten ruhen gelassen. Parallel dazu wurden
die fluoreszenzmarkierten Antikdrper jeweils in separaten Gefal3en mit FACS-Puffer im
Verhalltnis von 1:100 (Phycoerythrin und Allo phycocyanin) bzw 1:50 (Fluorescein
Isothiocyanate) bereitgehalten. Anschlielend wurden jeweils 50 ul Zellsuspension mit
50 pl Antikorpermix bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurden alle Zellen in 2 ml PBS (Dulbecko’s PBS, PAA Laboratories, Pasching,
Ostereich) gewaschen und bei 4°Celsius fir 10 Minuten mit 1500 rpm zentrifugiert.
Zuletzt wurde der Uberstand nahezu vollstindig abgesaugt, so dass einzig die
gefarbten Zellen zurlickblieben. Die Messung erfolgte an einem 4-Farb-
Durchflusszytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson, Erembodegem-Aalst, Belgien).
Unter Verwendung von einfachgefarbten Zellen und Antikdrper-lsotypkontrollen wurden
die Gerateeinstellungen angepasst und im Verlauf des Versuchs nicht mehr verandert.
Pro Tier und Messung wurden jeweils 20000 Zellen ausgewabhlt, die sich an Hand von
GroRe und Granularitdt der Lymphozytenpopulation zurechnen lieBen. Die
ausgewahlten Zellen wurden anschlieBend auf die Expression von speziellen
Oberflachenmolekilen hin untersucht. Die Verwendung dreier unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe ermdglichte es das gleichzeitige Vorhandensein von bis zu drei
verschieden Oberflachenmolekilen auf ein und der selben Zelle zu untersuchen. Die
Messung und die Auswertung erfolgten unter Verwendung des Computerprogramms

CELLQuest (Becton Dickinson, Erembodegem-Aalst, Belgien).

3.3.2 Immunhistochemische Farbung

Mit einem Kryostaten (Frigocut E, Fa. Reichert, Nussloch, Deutschland) wurden aus
den tiefgefrorenen Implantationsstellen 10 um dicke Schnitte gefertigt. Die Auswahl der
Schnitte erfolgte nach einheitlichen Kriterien. Die Plazenta musste dabei transversal
angeschnitten sein und Anteile des ,mesometrial lymphoid aggregate of pregnancy*
(MLAp) enthalten. Im Anschluss kamen die Objekttrager fir 15 Minuten bei —20°C in ein
Fixierungsbad aus 100%igem Aceton um bis zum Zeitpunkt der Farbung eingefroren zu

bleiben.
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In den Schnitten wurden folgende Strukturen immunhistochemisch angefarbt: CD4, der
T-Zell-Korezeptor, CD11c, die Integrin alpha-X-Kette, CD54, das Intrazellulare
Adhasionsmolekil-1(ICAM-1), CD49b, die Integrin alpha 2 Kette und FoxP3, ein
Transkriptionsfaktor. Die Schnitte wurden jeweils einer immunchemischen Farbung
unterzogen und anschlielBend mit Haematoxilin gegengefarbt. Die aufgetauten und fur
15 Minuten in TBS rehydrierten Schnitte wurden fur 30 Minuten in 30%iges Methanol
mit 3% Wasserstoffperoxid gegeben. Um endogenes Biotin und Avidin zu blocken und
unspezifische Proteinstrukturen zu maskieren erfolgte eine Behandlung mit
kommerziellem Avidin-, bzw. Biotinblock und mit einem Proteinblock. Anschlie3end
wurden die Schnitte mit monoklonalen Ratten-Antikdrpern gegen CD 54, CD11c und
CD49b inkubiert. Dabei wurden aus jedem Tier zwei konsekutive Schnitte pro
Oberflachenmarker ausgewahlt. Im Falle der CD11c und CD49b Antikorper betrug die
Inkubationszeit 24 Stunden, die Antikdrperbindung mit CD54 wurde hingegen schon
nach einer Stunde beendet. In einem weiteren Schritt gab man das Enzym Alkalische
Phosphatase auf die Schnitte, welches sich Uber eine Avidin Markierung an den
biotinilierten Fc-Teil der monoklonalen Antikorper heftete. Nach 30 Minuten Einwirkzeit
wurden die Schnitte mit dem aktivierten Chromogen 3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochlorid (DAB Chromogen, S3000, DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
Uberschichtet, woraufhin sich nach 15 Minuten gegebenenfalls eine Farbreaktion
einstellte. Die Antikorper waren im Verhaltnis von 1:100 in TBS mit einem 2%igen Anteil
Mausnormalserum gelost. Die Farbung von CD4 und FoxP3 (eFJK-16s, 13-5773,
Bioscience Inc., San Diego, CA, USA) erfolgte in abgewandelter Form. Nach den
Blocks wurden die Schnitte zunachst fiur eine Stunde mit dem primaren Antikorper
inkubiert. Im Falle von CD4 handelte es sich um einen monoklonalen Ratte-Anti-Maus
Antikdrper, der im Verhéltnis von 1:100 in TBS mit einem 2%igen Anteil
Mausnormalserum gelost wurde. Als primarer Antikorper gegen FoxP3 kam ebenfalls
ein monoklonaler Ratte-Anti-Maus Antikérper zum Einsatz, der im Verhéaltnis von 1:100
in TBS mit einem 2%igen Anteil Mausnormalserum geldst wurde. Da FoxP3 intrazellular
lokalisiert ist, wurde dem Antikérpergemisch 0,2% Triton (Triton X-100, Cat.No.
37240,Serva GmbH Heidelberg, Deutschland) beigemischt um die Durchlassigkeit der
Zellmembran fur die Antikérper zu gewahrleisten. In einem weiteren Schritt wurden die
Schnitte mit einem monoklonalen Ziege-Anti-Ratte sekundar Antikdrper fur eine weitere
Stunde inkubiert. Der sekundar Antikérper war ebenfalls im Verhéltnis von 1:100 in TBS

mit einem 2%igen Anteil Mausnormalserum geldst und gegen den Fc-Teil des primaren
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Ratten Antikorpers gerichtet. Die anschlieBenden Farbe-Schritte erfolgten analog dem
oben beschriebenen Protokoll fur CD4, CD54 und CD11c. Zum Abschluss wurden alle
Schnitte fur vier Minuten mit Haematoxillin gegengefarbt.

Als Negativkontrolle fungierten Schnitte, bei deren Farbung der jeweils spezifische
Antikorper weggelassen wurde. Als Positivkontrolle wurden Kryoschnitte einer Milz
verwandt. Die Negativkontrollen zeigten keine spezifische Immunreaktivitat.

Die Schnitte wurden bei einer 200fachen Vergrof3erung unter einem Zeiss Axioscope
Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) ausgewertet. Die Auswertung der
immunhistochemischen Farbung verfolgte zwei verschiedene Anséatze. Im Falle der
Oberflachenmarker CD4, CD11c und CD49b diente die immunhistochemische Farbung
einzig dem Nachweis, dass die mit dem Durchflusszytometer gemessenen Zellen auch
tatsachlich dem Uterusgewebe entstammen und ihr Vorhandensein nicht auf
Verunreinigungen durch Blut oder Peritonealzellen zuriickzufiihren ist. Zu diesem
Zweck wurden pro Farbung und Tier 15 Gesichtsfelder eines Schnittes auf positive
Zellen hin untersucht und ihr Vorhandensein gegebenenfalls fotografisch dokumentiert.

Die gegen FoxP3 bzw. CD54 gefarbten Schnitte wurden hingegen einer quantitativen
bzw. semiquantitativen Analyse unterzogen. Fur FoxP3 wurde ein Schnitt pro Tier
ausgewertet, indem in 30 Gesichtsfeldern alle positiven Zellen gezahlt wurden. Die
Gesamtzahl aller positiven Zellen wurde dann durch die Anzahl der Gesichtsfelder
geteilt und somit die durchschnittliche Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld ermittelt.
Um die Prasenz CD54 positiver Zellen zu quantifizieren wurde ein Schnitt pro Tier
ausgewahlt und die Intensitat des positiven Signals an der Feto-Maternalen Grenzzone
in 30 Gesichtsfeldern bestimmt. Dabei wurde sich einer semiquantitativen
Bewertungsskala bedient, an Hand derer zwischen: keine Expression (0), maRige
Expression (+1), mittelstarke Expression (+2) und starke Expression (+3) unterschieden
wurde. Die aus der Intensitatsbestimmung ermittelten Werte fir jedes der 30
Gesichtsfelder pro Schnitt wurden addiert und daraus ein die Gesamtintensitat

reprasentierender Zahlenwert gebildet.

3.3.3 Quantitative Analyse der CRH mRNS Expression im mutterlichen Gehirn

mittels In situ Hybridisierung

Von den Gehirnen der Versuchstiere wurden mit einem Kryostaten 15 pm dicke

coronare Schnitte angefertigt, die zum einen Anteile des hypothalamischen PVN
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(Bregma, -0.82 mm) und zum anderen der Amygdala (Bregma, -1.46 mm) enthielten.
Das Auffinden der fur die Untersuchung relevanten Hirnregionen erfolgte an Hand von
Orientierungsschnitten. Dabei wurde jeder zehnte Schnitt einer Ubersichtsfarbung mit
1%igem Toludine Blau (Sigma-Aldrich, Stadt, Deutschland) unterzogen und die aktuelle
Schnittebene mit Hilfe eines anatomischen Atlas des Mausegehirns bestimmt. Die
ausgewahlten Schnitte wurden dann auf Raumtemperatur erwarmt und fur 10 Minuten
in 4%iges Paraformaldehyd in PBS gestellt. Nach einem ausgiebigen Waschschritt in
PBS kamen die Schnitte dann fir zehn Minuten in Triethanolamin und wurden danach
kurz mit sterilem ddH,O gewaschen. Daraufhin wurden die Schnitte flr jeweils drei
Minuten in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwassert. Zwischen dem ersten und dem
zweiten Bad in 100%igen Ethanol kamen die Schnitte zusatzlich fur drei Minuten in 100
%iges Chloroform. Anschliel3end wurden die Schnitte an der Luft getrocknet.

Um die CRH mRNS Expression im mtterlichen Gehirn bestimmen zu kdnnen fand eine
Sonde fur CRH mRNS Verwendung, welche aus den komplementaren Basen der
Positionen 496-537 (5-CCT GTT GCT GTG AGC TTG CTG AGC TAA CTG CTC TGC
CCT GGC-3') der CRH mRNS bestand. Mit Hilfe des Enzyms Terminal
deoxynucleotidyl Transferase (TdT) wurde an das 3‘-Ende der Sonde ein radioaktiv
(S®*) markiertes dATP Molekil gekoppelt. Im folgenden Schritt wurden die
ausgewahlten Schnitte mit einer Mischung aus radioaktiv markierter Sonde und
Hybridisierungs-Puffer tberschichtet, mit ,Coverslips* (Nescofilm, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) abgedeckt und bei 37° Celsius fur 20 Stunden in einer Feuchtigkeits-
kammer zum Zweck der Hybridisierung belassen. Am nachsten Tag wurden zuerst alle
Objekttrager ausgiebig in 58° Celsius warmem SSC gewaschen um daraufhin in 23°
Celsius warmem ddH,O gespilt zu werden. Die gespulten Schnitte trockneten
anschlieBend an der Luft, bevor sie in einer Dunkelkammer gleichmafig mit einer
autoradiographischen Emulsion (Kodak NTB-3, Eastman Kodak Co., Rochester, NY,
USA) bedeckt wurden. AnschlieBend kamen die Schnitte fir zwei Stunden zum
Trocknen in eine lichtundurchlassige Plastikkiste. Die getrockneten Schnitte wurden
daraufhin in ebenfalls lichtdichte Objekttrageraufbewahrungskéasten gesteckt.

Vor dem Versiegeln mit schwarzem Elektro-lsolierband wurde in jeden
Objekttrageraufbewahrungskasten ein Sackchen mit Kieselgel als Trockenmittel
gegeben. Die Objekttrager verblieben unter den oben beschriebenen Bedingungen fir
vier Wochen bei Raumtemperatur. Nach Beendigung der Einwirkzeit kamen alle

Schnitte unter Dunkelkammerbedingungen fur funf Minuten in den Entwickler (Kodak D-
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19, Eastman Kodak Co., Rochester, NY, USA). Darauf folgten zwei mal finf Minuten im
Fixierungsbad (Kodak Rapidfix, Eastman Kodak Co., Rochester, NY, USA) und eine
finale Wasche in ddH2O. In einem letzten Schritt wurden alle Schnitte noch mit
Haematoxilin und Eosin gegengefarbt.

Die Schnitte wurden bei einer 200fachen Vergrof3erung unter einem Zeiss Axioscope
Mikroskop (Zeiss, Gottingen, Deutschland) ausgewertet. Um die Anzahl positiver Zellen
im PVN bzw. in der Amygdala ermitteln zu kdénnen wurden diejenigen Zellen der
Zielregion als positive Zellen gezéahlt, welche innerhalb ihres Zellkorpers eine mehr als
drei mal so hohe Anzahl an Silbergranula aufwiesen, wie die Zellen des Hintergrunds.
Die Bestimmung der Flache, welche die Silbergranula innerhalb der positiven Zellen
bedeckte, erfolgte unter Verwendung des Auswertungsprogramms ,Open Lab“
(Improvision, Coventry, UK) am Computer. Pro Versuchstier und untersuchter

Hirnregion wurden jeweils vier konsekutive Hirnschnitte ausgezahilt.

3.34 Bestimmung der Corticosteron Konzentration in der Amnionfliissigkeit und

im mutterlichen Serum mittels Radioimmunoassay

Um die Konzentration von Corticosteron in der Amnionflissigkeit und im mutterlichen
Serum zu bestimmen wurde ein kommerzielles Radioimmunoassay (ImmuChem™
Double Antibody Corticosterone, MP Biomedicals, Orangeburg, New York, USA)
verwendet. Das Assay funktionierte nach dem Prinzip der kompetetiven Bindung, wobei

radioaktivmarkiertes (1*?°

) Corticosteron aus dem Test-Kit mit nicht markiertem
Corticosteron aus dem Serum, bzw. der Amnionfliissigkeit um eine gegebene Anzahl
von Bindungsstellen konkurriert. Von jeder Probe wurden 10 pl Serum bzw.
Amnionflissigkeit mit 2 ml Steroiddiluent aus dem Test-Kit verdinnt. 0,1 ml der
verdunnten Proben, sowie 0,1 ml der mitgelieferten Corticosteron-Kalibrierlésungen (25
ng/ml -1000 ng/ml Corticosteron ) wurden jeweils zusammen mit 0,2 ml mit I'*®
markiertem Corticosteron in ein Reagenzglas umgeflllt. AnschlieRend wurde allen
Proben und den Kalibrierlosungen jeweils 0,2 ml Anti-Corticosteron hinzugefugt und
alles fiur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde
jedem Reagenzglas 0,5 ml Fallungslésung zugegeben und alles sorgfaltig gevortext.
Um den Komplex aus Corticosteron und Anti-Corticosteron besser vom Uberstand
trennen zu konnen wurden alle Rohrchen mit 2500 rpm fir 15 Minuten zentrifugiert,

bevor der Uberstand abgesaugt wurde. AbschlieRend wurde in einem Gamma-Zahler
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die Radioaktivitdat in dem am Boden der Rohrchen verbliebenen Fallungsprodukt
gemessen. Um die Corticosteron-Konzentration in den Proben zu ermitteln wurde mit
Hilfe der mitgelieferten Kontrollen und Standards eine Aktivitats-/Konzentrations-Kurve
konstruiert, aus der sich zu jeder gemessenen Gammastrahlen-Aktivitat einer Probe die
korrespondierende Corticosteron-Konzentration ablesen liel3. Von jedem Tier wurden
zwei Amnionflussigkeit- bzw. Serum-Proben gemessen und der Mittelwert aus beiden
Messungen gebildet. Die theoretische Sensitivitat des Assays betrug 7,7 ng/ml bei
einem Intra-Assay-Variations-Koeffizienten von 7,1% und einem Inter-Assay-Variations-
Koeffizienten von 7,2%.

3.35 Bestimmung der Progesteron Konzentration in der Amnionflissigkeit und

im mutterlichen Serum mittels Radioimmunoassay

Die Bestimmung der Progesteron Konzentration in der Amnionflussigkeit und im
mutterlichen ~ Serum  erfolgte  unter  Verwendung eines  kommerziellen
Radioimmunoassays (DSL-3900 ACTIVE, DSL Inc., Webster, Texas, USA). Das Assay
funktionierte nach dem Prinzip der kompetetiven Bindung, wobei radioaktivmarkiertes
(1) Progesteron aus dem Test-Kit mit nicht markiertem Progesteron aus dem Serum,
bzw. der Amnionflissigkeit um eine gegebene Anzahl von Bindungsstellen konkurriert.

Die Menge des radioaktivmarkierten (1'%

) Progesterons ist dabei umgekehrt
proportional zur Konzentration unmarkierten Progesterons aus den Gewebeproben.
Ebenfalls im Kit enthaltene Standards und Kontrollen dienten der Erstellung eines
Konzentrationsdiagramms, aus dem die Progesteron Konzentration in der jeweiligen
Probe abgeleitet werden konnte. Im ersten Schritt wurden jeweils 25 pl Probe bzw.
Standard/Kontrolle in die mit Progesteron-Antikérpern beschichteten Testréhrchen
gegeben. AnschlieRend wurde unverziiglich 500 pl Progesteron-Reagenz (mit 1'%
markiert) in jedes Rohrchen gefllt und bei 37°Celsius im Wasserbad fir 60 Minuten
inkubiert. Nach verstreichen der Inkubationszeit wurden alle R6hrchen simultan in einen
Behalter fur radioaktiven Abfall dekantiert und auf einer saugfahigen Unterlage
ausgeklopft. Zur Bestimmung der radioaktiven Aktivitdt kamen alle Testréhrchen
anschlieBend fur eine Minute in einen Gammazahler. Um die Progesteron-
Konzentration in den Proben zu ermitteln wurde mit Hilfe der mitgelieferten Kontrollen
und Standards eine Aktivitats-/Konzentrations-Kurve konstruiert, aus der sich zu jeder

gemessenen Gammastrahlen-Aktivitat einer Probe die korrespondierende Progesteron-

30



Konzentration ablesen lie3. Von jedem Tier wurden zwei Amnionflussigkeit- bzw.
Serum-Proben gemessen und der Mittelwert aus beiden Messungen gebildet. Die
theoretische Sensitivitdit des Assays betrug 0,12 ng/ml bei einem Intra-Assay-
Variations-Koeffizienten von 6% und einem Inter-Assay-Variations-Koeffizienten von
10%.

34 Statistische Methoden

Um die erhobenen Daten einer statistischen Analyse zuganglich zu machen wurde,
sofern dies notig war, nach jedem Experiment zundchst der Mittelwert der Ergebnisse
fur jedes einzelne Versuchstier gebildet. Nachdem durch diesen Schritt jeweils nur ein
Wert pro gemessenem Parameter pro Tier errechnet wurde, wurden die Ergebnisse der
Stressgruppe mit denen der Kontrollgruppe verglichen. Mit Hilfe des Kolmogorov-
Smirnov-Tests konnten die Daten als normalverteilt identifiziert werden. Daraus folgte,
dass zur Uberprifung der Annahme, dass kein statistischer Unterschied zwischen den
erhobenen Daten besteht, die statistische Signifikanz mittels T- Test fur zwei
unabhéngige Stichproben ermittelt wurde. Die Wahrscheinlichkeit (P-Wert) fir
beobachtete Unterschiede wurde auf folgenden Niveaus ermittelt: *P<0,05; **P<0,01,;
***P<=0,001. Die  statistische Daten-Auswertung erfolgte mittels  der

Computerprogramme Microsoft Excel XP® und SPSS 15.0°.
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4. Ergebnisse

4.1 Immunkompetente Zellen im Uterus

41.1 CD4" Zellen im Uterus

Die mit monoklonalen Antikbrpern gegen CD4 behandelten Schnitte der
Implantationstellen wiesen in beiden Verpaarungskombinationen CD4 positive Zellen im

Uterusgewebe auf (siehe Abb. 4).

Abb. 4: (A) Reprasentativer Ausschnitt aus dem Uterus, negativ Kontrolle der CD4 Farbung (B)
Reprasentativer Ausschnitt aus dem Uterus, Versuchstier CD4 Farbung. Auf dem Foto ist eine CD4"
Zelle am Ubergang vom Myometrium (MM) zur Dezidua (D) zu erkennen (Pfeil).

Die durchflusszytometrische Analyse der aus dem Uterus der Versuchstiere
gewonnenen Gewebeproben ergab hinsichtlich der Anzahl CD4", CD4*/CD25" bzw.
CD4'/CD25%/CD103" Zellen sowohl bei den syngen als auch bei den allogen verpaarten
Tieren nahezu keine Unterschiede zwischen den Stressgruppen und den
Kontrollgruppen (Siehe Tabelle 2). Lediglich war bei den allogen verpaarten Tieren eine
leicht erhéhte Zahl CD4 positiver Zellen in der Stressgruppe verglichen mit der
Kontrollgruppe festzustellen (siehe Abb. 5). Der Unterschied war jedoch nicht

signifikant.
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Abb. 5: Prozentualer Anteil der Leukozyten im Uterusgewebe, die an ihrer Oberflache das CD4 Molekdil
exprimieren. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: syngene Verpaarungskombination.
Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test flr zwei
unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

4.1.2 FoxP3" Zellen im Uterus

Der immunhistochemische Nachweis von Foxp3® Zellen mittels monoklonaler
Antikdrper gegen Foxp3 gelang sowohl im Uterusgewebe der Tiere der Stressgruppe
als auch im Uterusgewebe der Kontrolltiere (siehe Abb. 6).

Abb. 6: (A) Reprasentativer Ausschnitt aus dem Uterus, negativ Kontrolle der FoxP3 Farbung (B)
Repréasentativer Ausschnitt aus dem Uterus, Versuchstier FoxP3 Farbung. Auf dem Foto sind zwei
FoxP3" Zellen in direkter Nachbarschaft zu einem GefaR im Endometrium (EM) zu erkennen.
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Die statistische Analyse ergab fir die Tiere der Kontrollgruppe eine durchschnittliche

Anzahl von 3,5 *+ 1,4 Foxp3® Zellen gegeniiber 6,5 *+ 1,4 Foxp3® Zellen im Gewebe der

gestressten Tiere. Der gemessene Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Abb.7: Reprasentative Totalaufnahme einer Implantationsstelle. Zu sehen (Pfeile) sind FoxP3* Zellen
(DAB) im Bereich der Dezidua basalis(DB) und des lateralen Endometriums (EM). Labyrinth (L), Metrial
Gland (MG).

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Uteruszellen.

CcD4/ CcDild/
syngen | allogen | CD4 chgé CD25/ | CD1ic | CD54/C | CD4gb (:Dagf
CD103 D80
controle |+ ) 1036 | 1,32 | 024 | 1815 | 12,67 | 1695 | 6,01
+108 | +036 | +006 | 226 | +1,7 | 1,88 | +1,97
Stress . ] 11,59 | 1,00 | 027 | 2296 | 1517 | 1891 | 7,55
£279 | +035 | +011 | +1,08 | +169 | £126 | +1,14
] . 892 | 156 | 045 | 1838 | 1421 | 13,46 | 6,84
Kontrolle +1,26 | £0,29 +0,11 + 3,41 +2,78 +155 | +£0,59
Stross ] . 1376 | 123 | 041 | 1815 | 126 | 1877 | 119
£213 | +025 | +0,05 | +346 | +2.72 | £215 | +16

Tabelle 2: Angegeben ist jeweils der Mittelwert (+ Standartfehler des Mittelwerts) des prozentualen
Anteils der positiven Zellen in den jeweiligen Gruppen beider Verpaarungskombinationen.
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4.1.3 CD11c" Zellen im Uterus

In den mit monoklonalen Antikdrpern gegen CD11c behandelten Schnitten der
Implantationstellen konnten sowohl bei den syngen als auch bei den allogen verpaarten
Tieren CD11c" Zellen im Uterusgewebe nachgewiesen werden (Siehe Abb. 8).

Die  durchflusszytometrische  Untersuchung der CD11c” Zellen und der
CD11c'/CD54'/CD80" Zellen ergab, hinsichtlich ihrer Anzahl, keine Unterschiede

zwischen den Stressgruppen und den Kontrollgruppen. Sowohl in der syngenen

Verpaarungskombination als auch in der allogenen Verpaarungskombination war die
Zahl der CD11c" Zellen und der CD11c*/CD54'/CD80" Zellen bei beiden Gruppen
nahezu gleich (Siehe Tabelle 2).

Abb. 8: (A) Reprasentativer Ausschnitt aus dem Uterus, negativ Kontrolle der CD11c Farbung (B)
Reprasentativer Ausschnitt aus dem Uterus, Versuchstier CD11c Farbung. Auf dem Foto sind zwei
CD11c" Zellen am Ubergang vom Endometrium (EM) zum Labyrinth (L) zu erkennen (Pfeil).
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4.1.4 CD54" Zellen im Uterus

Die semiquantitative Analyse der CD54 Expression in der Dezidua ergab sowohl fur die

Kontrollgruppe als auch fir die Stressgruppe durchschnittlich ein starkes Signal (+2)
(siehe Abb. 9).

Abb. 9: (A) Reprasentativer Anschnitt einer Implantationsstelle mit Uterus, Dezidua und Fétus CD54
Farbung, Kontrollgruppe (B) Reprasentativer Anschnitt einer Implantationsstelle mit Uterus, Dezidua und
Fétus CD54 Farbung, Stressgruppe.

4.1.5 CD49b*Zellen im Uterus

In den mit monoklonalen Antikérpern gegen CD49b behandelten Schnitten der
Implantationstellen fanden sich in beiden Gruppen CD49b* Zellen.

Die Analyse der CD49b" Zellen mittels Durchflusszytometrie ergab keine durch
Stressbehandlung hervorgerufenen signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer Anzahl
im untersuchten Uterusgewebe (Siehe Tabelle 2).

Hingegen ergab die Untersuchung der CD3*/CD49b" Zellen, dass ihre Anzahl in der
Stressgruppe hoher als in der Kontrollgruppe war. Der Unterschied war bei den syngen
verpaarten Tieren nicht signifikant, in der allogenen Verpaarungskombination war der
Unterschied hingegen signifikant (Siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Prozentualer Anteil der Leukozyten im Uterus, die an ihrer Oberflache CD49b zusammen mit
CD3  exprimieren. (Mittelwerte £  Standartfehler des  Mittelwerts). Links:  syngene
Verpaarungskombination. Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde
Uber den T-Test fir zwei unabhéngige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

4.2 Immunzellen in den inguinalen Lymphknoten

4.2.1 CD4" Zellen in den inguinalen Lymphknoten

Die durchflusszytometrische Analyse der aus den inguinalen Lymphknoten der
Versuchstiere gewonnenen Gewebeproben ergab hinsichtlich der Zahl CD4",
CD4'/CD25" bzw. CD4*/CD25"/CD103" Zellen sowohl bei den syngen als auch bei den
allogen verpaarten Tieren nahezu keinen Unterschied zwischen der Stressgruppe und

der Kontrollgruppe (Siehe Tabelle 3).

4.2.2 CD11c" Zellen in den inguinalen Lymphknoten

Es konnte mittels Durchflusszytometrie eine Abnahme von CD11c® Zellen im
Lymphknotengewebe der Tiere der Stressgruppe, verglichen mit den Kontrolltieren,
festgestellt werden. Diese Tendenz liel3 sich sowohl bei den syngen verpaarten Tieren
als auch bei den allogen verpaarten Tieren beobachten (siehe Abb. 11). Der

Unterschied war jedoch in beiden Versuchen nicht signifikant.
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Abb. 11: Prozentualer Anteil der Leukozyten aus den inguinalen Lymphknoten, die an ihrer Oberflache
das CD1lc Molekul exprimieren. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: syngene
Verpaarungskombination. Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde
Uber den T-Test fir zwei unabhéngige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Lymphknotenzellen.

cD4/ CD4/ CD11c/

syngen allogen CD4 CD25 CD25/ CD11c CD54/

CD103 CD80

Kontrolle + i 47,2 0,95 0,69 12,08 1,49
+5,41 +0,14 +0,1 +1,54 +0,31

Stress + i 52,99 1,24 0,91 8,89 1,48
+2,98 +0,11 + 0,06 +1,31 +0,24

Kontrolle - + 73,48 1,44 1,11 7,0 1,37
+ 3,47 +0,17 +0,16 +0,83 +0,31

Stress i + 71,6 1,37 0,93 4,66 1,46
+ 3,05 +0,13 + 0,07 +0,79 +0,76

Tabelle 3: Angegeben ist jeweils der Mittelwert (x Standartfehler des Mittelwerts) des prozentualen
Anteils der positiven Zellen in den jeweiligen Gruppen beider Verpaarungskombinationen.

Die Anzahl der CD11c¢c*/CD54*/CD80" Zellen war sowohl in der syngenen als auch in
der allogenen Verpaarungskombination bei der Stressgruppe und der Kontrollgruppe
ahnlich hoch (Siehe Tabelle 3).
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4.3 Immunzellen im Blut
4.3.1 CD49b" Zellen im Blut
Die durchflusszytometrische Analyse der Blutproben ergab eine hohere Anzahl CD49b"

Zellen bei den Tieren, die der Stress-Exposition ausgesetzt wurden, verglichen mit den
Kontrolltieren.
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Abb. 12: Prozentualer Anteil der Leukozyten im Blut, die an ihrer Oberflache das CD49b Molekiil
exprimieren. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: syngene Verpaarungskombination:
Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test fir zwei
unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

Bei den syngen verpaarten Tieren war der Unterschied signifikant, bei den allogen
verpaarten Tieren war der Unterschied lediglich tendenziell (Siehe Abb. 12).

Auch die Untersuchung der CD3*/CD49b" Zellen ergab eine hohere Zahl bei den Tieren
der Stressgruppe verglichen mit den Kontrolltieren. In der syngenen
Verpaarungskombination war die Anzahl an CD3*/CD49b* Zellen in der Stressgruppe
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Der Unterschied in der allogenen

Verpaarungskombination erreichte hingegen kein signifikantes Niveau (Siehe Abb. 13).

39



Syngene Verpaarung

&Y w I wn
I | | 1

CD3/CD439b pos. Zellen (in%)

Kontrollgruppe
n=10

Stressgruppe
n=14

Allogene Verpaarung

CD3/CD439b pos. Zellen (in%

Kontrollgruppe

n=4

Stressgruppe
n=4

Abb. 13: Prozentualer Anteil der Leukozyten im Blut, die an ihrer Oberflache CD49b zusammen mit CD3
exprimieren. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: syngene Verpaarungskombination.
Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test flr zwei

unabhéngige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

4.3.2

CCR5"Zellen im Blut

Die Untersuchung der CCR5" Zellen ergab in der syngenen Verpaarungskombination

eine signifikant geringere Anzahl CCR5" Zellen bei den Tieren der Stressgruppe

verglichen mit den nicht gestressten Tieren.

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Blutzellen.

syngen allogen CD49b C%a?élb CCR5 CCRY7

Kontrolle + i 2,89 2,14 66,33 80,42
+0,38 +0,31 +2,44 +1,82

Stress + - 7,2 4,17 50,72 62,09
+ 0,98 +0,54 + 3,95 + 6,09

Kontrolle i . 8,36 5,16 19,44 28,47
+2,39 + 1,36 +2,24 +7,3

Stress i 4 14,07 7,44 19,33 31,85
+ 3,36 +2,18 +2,81 +7,51

Tabelle 4. Angegeben ist jeweils der Mittelwert (+ Standartfehler des Mittelwerts) des prozentualen
Anteils der positiven Zellen in den jeweiligen Gruppen beider Verpaarungskombinationen.
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Bei den allogen verpaarten Tieren konnte dieser Unterschied nicht beobachtet werden
(Siehe Abb. 14).
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Abb. 14: Prozentualer Anteil der Leukozyten aus dem Blut, die an ihrer Oberflache das CCR5 Molekiil
exprimieren. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: syngene Verpaarungskombination.
Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test flr zwei
unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

4.3.3 CCR7" Zellen im Blut

Die durchflusszytometrische Analyse der CCR7" Zellen ergab (siehe Abb. 15) in der
syngenen Verpaarungskombination eine signifikant kleinere Zahl CCR7 positiver Zellen
in der Stressgruppe als in der Kontrollgruppe. Bei den allogen verpaarten Tieren konnte
kein Unterschied, bezogen auf CCR7" Zellen, zwischen beiden Gruppen beobachtet

werden.
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Abb. 15: Prozentualer Anteil der Leukozyten aus dem Blut, die an ihrer Oberflache das CCR7 Molekdl
exprimieren. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: syngene Verpaarungskombination.
Rechts: allogene Verpaarungskombination. Die statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test fur zwei
unabhéngige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

4.4 Expression CRH mRNS” Zellen im miitterlichen Gehirn
4.4.1 Expression CRH mRNS" Zellen im Nucleus paraventricularis
Die Analyse der CRH mRNS Expression im PVN des Hypothalamus mittels In situ

Hybridisierung ergab eine annihernd gleiche Anzahl von CRH mRNS* Zellen im PVN
bei den Tieren der Stressgruppe und denen der Kontrollgruppe (Abb. 17).
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Abb. 16: (A) Reprasentativer Ausschnitt eines Dinnschnitts durch das Gehirn eines Versuchstiers mit
angeschnittenem dritten Ventrikel samt bilateralem PVN. Mittels ISH sichtbar gemachte CRH mRNS
(dunkle Silbergranula); Kontrollgruppe. (B) Reprasentativer Ausschnitt eines DlUnnschnitts durch das
Gehirn eines Versuchstiers mit angeschnittenem dritten Ventrikel samt bilateralem PVN. Mittels ISH
sichtbar gemachte CRH mRNS (dunkle Silbergranula); Stressgruppe.
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Abb. 17: CRH mRNS Expression im PVN. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links: Anzahl
CRH mRNS" Zellen. Rechts: Durch Silbergranula bedeckte Flache innerhalb einer positiven Zelle. Die
statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test fur zwei unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

Zu dem gleichen Ergebnis kommt die vergleichende Analyse der Flache, welche
innerhalb einer positiven Zelle mit Silbergranula bedeckte ist. Auch bezogen auf diesen
Parameter war kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der

Stressgruppe festzustellen (siehe Abb. 17).
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4.4.2 Expression CRH mRNS” Zellen in der Amygdala

Die Untersuchung der zentralen Anteile der Amygdala auf die Expression von CRH
MRNS hin ergab keinen Unterschied bezlglich der Anzahl positiver Zellen zwischen der

Stressgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 18: CRH mRNS Expression in der Amygdala. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links:
Anzahl Positiver Zellen. Rechts: Durch Silbergranula bedeckte Flache innerhalb einer positiven Zelle. Die
statistische Signifikanz wurde Uber den T-Test fir zwei unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).

Abb. 19: Reprasentativer Ausschnitt eines Dunnschnitts durch das Gehirn eines Versuchstiers mit
angeschnittener Amygdala. Mittels ISH sichtbar gemachte CRH mRNS (dunkle Silbergranula);
(A) Kontrollgruppe. (B) Stressgruppe.

Allerdings war die durchschnittliche Flache, welche innerhalb einer positiven Zelle mit
Silbergranula bedeckte ist, in der Stressgruppe kleiner als in der Kontrollgruppe. Der
Unterschied in der pro positiver Zelle durch die Silbergranula eingenommenen Flache

erreichte jedoch kein signifikantes Niveau (siehe Abb. 18).
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45 Corticosteron-Konzentration im mitterlichen Serum und in der

Amnionflissigkeit

Die Untersuchung der Corticosteron-Konzentration im Serum wund in der
Amnionflissigkeit mittels Radioimmunoassay zeigte keine Unterschiede zwischen der
Stressgruppe und der Kontrollgruppe (siehe Abb. 20)
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Abb. 20: Corticosteron-Konzentration in ng/ml. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links:
Konzentration im mutterlichen Serum. Rechts: Konzentration in der Amnionflissigkeit. Die statistische
Signifikanz wurde Uber den T-Test fur zwei unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).
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4.6 Progesteron-Konzentration im mutterlichen Serum und in der

Amnionflissigkeit

Die Bestimmung der Progesteron-Konzentration im miutterlichen Serum und in der
Amnionflissigkeit mittels Radioimmunoassay ergab bei den Tieren, die dem
Gerauschstressor ausgesetzt waren, eine geringere Progesteron-Konzentration
verglichen mit den Kontrolltieren. Im Serum war der Unterschied signifikant, in der

Amnionflussigkeit wurde hingegen kein signifikantes Niveau erreicht (siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Progesteron-Konzentration in ng/ml. (Mittelwerte + Standartfehler des Mittelwerts). Links:
Konzentration im mutterlichen Serum. Rechts: Konzentration in der Amnionflissigkeit. Die statistische
Signifikanz wurde Uber den T-Test fur zwei unabhangige Stichproben bestimmt (*P<0,05).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das immunologische
Gleichgewicht trachtiger Mause durch eine Schall-Stress-Exposition in der spaten
Schwangerschatft beeinflusst wird.

Die durchflusszytometrische Analyse des Uterusgewebes der trachtigen Tiere ergab
allerdings lediglich bei der allogenen Verpaarungskombination eine signifikant hhere
Zahl von CD49b"/CD3" NKT-Zellen (eine Ubersicht tiber NKT-Zellmarker findet sich bei
Godfrey et al., 2004) bei den Tieren der Stressgruppe verglichen mit den Kontrolltieren.
Die Untersuchungen der tbrigen Zellpopulationen im Uterusgewebe (Th-Zellen, Treg-
Zellen, DC und NK-Zellen) zeigten hingegen keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den Stressgruppen und den Kontrollgruppen.

Im Blut der trachtigen Tiere konnte, bezogen auf die untersuchten Marker fir NK-
(CD49b) und NKT-Zellen (CD3/CD49b), eine hthere Anzahl positiver Zellen bei den
Tieren der Stressgruppen, verglichen mit den Kontrollgruppen, nachgewiesen werden.
Bei einer gleichzeitig verringerten Zahl von CCR5" und CCR7" Leukozyten im Blut der
stressexponierten Tiere. Allerdings waren die Unterschiede nur jeweils in der syngenen
Verpaarungskombination signifikant, im Blut der allogen verpaarten Tieren konnten nur
entsprechende Trends bei den NK- und NKT-Zellen beobachtet werden. Die Analyse
des Gewebes der inguinalen Lymphknoten zeigte darlber hinaus keine statistischen
Unterschiede in der Anzahl der untersuchten Zellpopulationen (Th-Zellen, Treg-Zellen
und DC) zwischen den Stressgruppen und den Kontrollgruppen.

Die oben genannten Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass die Gruppe der NK- und
NKT-Zellen eine wichtige Rolle im Rahmen der immunologischen Reaktion auf eine
Stress-Exposition in der spaten Schwangerschaft einnimmt.

Obwohl nicht in jedem untersuchten Gewebe und nicht in beiden
Verpaarungskombinationen eine signifikant héhere Zahl von NK- und NKT-Zellen
gemessen werden konnte, konnte doch zumindest eine tendenziell hdhere Zahl nach
Stress-Exposition bei beiden Verpaarungskombinationen sowohl im Uterus als auch im
Blut beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung fiur diese Beobachtung ware eine
durch die Stress-Exposition bewirkte systemische Mobilisierung von NK- und NKT-
Zellen in Richtung der Peripherie. Und tatsachlich, obwohl noch nicht restlos aufgeklart,
gibt es deutliche Anzeichen dafur, dass sich uNK-Zellen im Uterus nicht aus sich selbst

heraus vermehren, sondern vielmehr aus anderen Geweben in den Uterus einwandern
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und dort unter gewebespezifischen Bedingungen phanotypisch modifizieren (Chantakru
et al., 2002).

Bei den Th-Zellen konnte keine solche Verdnderung in den untersuchten Geweben
nachgewiesen werden. Doch diese Feststellung hat nur einen bedingten Aussagewert,
da sie das Verhaltnis der einzelnen Subgruppen der CD4" Zellen zueinander
unbericksichtigt 1&sst. Die gangigste Einteilung der Subgruppen erfolgt dabei an Hand
ihres Zytokinprofils. CD4" Zellen des Thl Phanotyps produzieren in der Hauptsache
solche Zytokine (z. B. TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-12), die im Rahmen der Bekampfung von
intrazellularen Pathogenen eine Rolle spielen, wohingegen die Zellen des Th2-Typs
Zytokine produzieren, die an der von B-Zellen getragenen humoralen Immunantwort
beteiligt sind (z.B. IL-4, IL-10, TGF-B). An Hand der mittels Durchflusszytometrie
erhobenen Daten lasst sich keine Aussage machen bezuglich des Verhéaltnisses von
CD4" Zellen, die uberwiegend Thil-Zytokine produzieren, zu denen, die tberwiegend
Th2-Zytokine produzieren. Da sich das Verhéltnis der von CD4" Zellen sezernierten
Zytokine entscheidend auf den Verlauf einer Schwangerschaft auswirkt ist es wichtig
festzuhalten, dass die alleinige Beobachtung einer unveranderten Zahl von CD4" Zellen
nach Stress-Exposition nicht gleichzusetzen ist mit einem unveranderten Zytokinmilleu
an der fetomaternalen Schnittstelle.

Die im Zusammenhang mit den Th-Zellen genannte Limitierung gilt in &hnlicher Weise
auch fur die Ergebnisse bezlglich der DC und bedingt fur Treg-Zellen. Der Umstand
einer unveranderten Zahl von DC und Treg-Zellen nach Stress-Exposition ist nicht
gleichzusetzen mit einem unveranderten Funktionszustand der genannten Zellen. An
diesem Punkt waren weiterfihrende Untersuchungen mittels Zellkultur und Zytokin-
Assay von Néten um genauere Aussagen treffen zu kénnen.

Auch wenn die quantitative Analyse der mittels immunhistochemischer Farbung
identifizierten Foxp3™ Zellen im Uterus keinen Unterschied zwischen den Tieren der
Stressgruppe und den Kontrolltieren ergeben hat, konnte dennoch erstmalig die ortliche
Lokalisierung von Foxp3® Zellen im Uterus der spaten Schwangerschaft bei der Maus
gezeigt werden. Wie auf Abb. 9 gut zu erkennen, finden sich die FoxP3 positiven Zellen
entlang der Grenze zwischen Dezidua und Plazenta und im Bereich des lateralen
Endometriums perlschnurartig angeordnet.

Einen gewissen Einblick in die veranderte Dynamik der Adaptation des maternalen
Immunsystems an die Schwangerschaft in Folge der Stress-Exposition erlauben jedoch

die Untersuchungen iiber die CCR5" und CCR7" Leukozyten im Blut der Versuchstiere.
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Da die Expression von CCR5 vornehmlich auf TH1-Zellen beschrieben werden konnte
(Annunziato et al., 1999), ist eine niedrigere Zahl von CCR5" Zellen im Blut ein Hinweis
fur die relative Abnahme von Thl Zellen im Blut der gestressten Tiere. Innerhalb der
Leukozytenpopulation wird CCR7 hauptsachlich von T-Zellen und DC exprimiert, auf
DC steigt die Expression von CCR7 nach Aktivierung allerdings nachweislich an (Ohl et
al., 2004, Dambrosio et al., 2000). Eine niedrigere Zahl von CCR7" Zellen im Blut der
Stressgruppen legt demnach eine verminderte Migration von DC und Lymphozyten
zwischen der Peripherie und den sekundaren lymphatischen Geweben nahe.

In der vorliegenden Arbeit konnte nicht eindeutig gezeigt werden, dass das oberste
Regelsystem der HPA-Achse durch eine Schallsttress-Behandlung in der spéaten
Schwangerschaft beeinflusst wird. Die beobachtete Abnahme der CRH mMRNS
Expression im PVN des Hypothalamus und in der Amygdala war nicht signifikant.
Demnach liefert die Analyse mittels In situ Hybridisierung keine Anhaltspunkte fir eine
Beeinflussung der HPA-Achse auf der Ebene des ZNS durch Stress in der spaten
Schwangerschatft.

Dieses Ergebnis ist vereinbar mit Ergebnissen friherer Arbeiten, in denen bei Ratten in
der spaten Schwangerschaft eine verminderte Ansprechempfindlichkeit der gesamten
HPA-Achse gegentiber Stress beobachtet wurde (Johnstone et al., 2000). Es wird
angenommen, dass dieses Phanomen den Foétus vor einem Ubermaldigen Einwirken
von erhohten Glukokortikoid-Konzentrationen schitzen kénnte (Neumann et al., 1998,
McCormick et al., 1995). Als Erklarung fir die verminderte Ansprechempfindlichkeit der
HPA Achse konnte eine verminderte Produktion der CRH mRNA" Zellen im PVN des
Hypothalamus verantwortlich sein. Bei der Ratte konnte diese verminderte Produktion in
der spaten Schwangerschaft sowohl unter basalen Bedingungen als auch unter der
Einwirkung von Stress beobachtet werden (Russell et al., 2000, Brunton et al., 2000).
Ahnliche Ergebnisse liegen auch fur die Maus vor. So konnten Douglas et al. zeigen,
dass schwangere Mause in der spaten Schwangerschaft keinen Anstieg der Plasma
ACTH- und Corticosteron-Konzentration nach Stress-Exposition aufwiesen (Douglas et
al., 2003).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen eindeutig einen Einfluss auf die
Serumkonzentration des bedeutendsten Schwangerschaftshormons, Progesteron,
durch eine Schallstressexposition in der spaten Schwangerschaft. Die im Serum der

trdchtigen Tiere beobachtete signifikante Abnahme von Progesteron in Folge der
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Stress-Exposition, konnte auch in der Amnionflussigkeit beobachtet werden. Der
Unterschied zwischen Stressgruppe und Kontrollgruppe erreichte hier jedoch kein
signifikantes Niveau. Einen Einfluss auf die Konzentration des wichtigsten
Stresshormons, Corticosteron, durch die Schall-Stress-Exposition in der spaten
Schwangerschaft konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, weder im Serum der
trachtigen Tiere noch in der Amnionflissigkeit. Die Tatsache, dass sich die Schall-
Stress-Exposition nicht auf die Konzentration von Corticosteron auswirkt, wird ihre
Ursachen in den selben Mechanismen haben, die schon in Bezug auf die CRH mRNS
Expression im PVN und der Amygdala erwahnt worden sind. Die bei verschiedenen
Spezies beobachtete verminderte Ansprechempfindlichkeit der HPA Achse wahrend der
Schwangerschaft ware eine hinreichende Erklarung dafir. Die in der vorliegenden
Arbeit beobachtete Abnahme der Serumkonzentration von Progesteron steht im
Einklang mit Ergebnissen anderer Untersuchungen, die ebenfalls eine Abnahme von
Progesteron im Serum von gestressten Tieren nachgewiesen haben (Wiebold et al.,
1986, Joachim et al., 2003). Im Unterschied zu den bisherigen Untersuchungen, die alle
in der frihen Schwangerschaft durchgefiihrt worden sind, konnte in dieser Arbeit
erstmalig gezeigt werden, dass eine Schallstress-Expositionin der spéaten
Schwangerschaft bei der Maus zu einer erniedrigten Progesteron-Konzentration im
Serum der trachtigen Tiere fiuhrt ohne durch einen gleichzeitigen Anstieg der
Corticosteron Konzentration im Serum begleitet zu sein. Der Gedanke liegt also nahe,
dass nicht allein die inhibierende Wirkung einer aktivierten HPA-Achse auf die
Progesteron Produktion flr einen stressbedingten Abfall der Progesteron-Konzentration

verantwortlich zu machen ist.

Im Tierreich gibt es eindrucksvolle Beispiele dafir, wie sich exogene Einflisse wahrend
der Embryonal-, bzw. Fetalperiode auf die Individuen einer Spezies auswirken
(Bateson, 2001). So haben Schildkroten und andere Reptilien zu Beginn ihrer
Entwicklung noch die Kapazitat sich entweder in ein weibliches oder ein méannliches
Individuum zu entwickeln. Die Entscheidung flr ein definitives Geschlecht hangt von der
Umgebungstemperatur wahrend des mittleren Drittels der Embryonalperiode ab. In
Schildkréteneiern, die sich bei einer Temperatur von unter 30° Celsius entwickeln,
entstehen mannliche Individuen, liegt die Temperatur durchschnittlich dartber,
entschltpfen den Eiern weibliche Schildkréten (Bull, 1980). Dies ist ein Beispiel dafr,

dass ein einzelner Einfluss ein ganzes Entwicklungsprogramm in einem Organismus
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ablaufen lassen kann. Allerdings ist hierbei nicht gesichert, in wie fern die Anpassung
der Geschlechtsauspragung an die Umgebungstemperatur einen Vorteil fur das
Uberleben der Art darstellt.

Bei einem anderen Beispiel liegt dies deutlicher auf der Hand: bei Daphnien, einer
Gattung von Krebstieren, konnte gezeigt werden, dass die Nachkommen von Mittern,
die dem Einfluss von Kairomonen (Duftstoffe, die Organismen die Anwesenheit von
Feinden anzeigen) ausgesetzt waren, eine Art ,Helm“ ausbildeten, der sie vor ihren
Fral3feinden schitzen konnte (Tollrian, 1994).

Dabei liegt die Interpretation nahe, dass der mutterliche Organismus als eine Art Sensor
fungiert und abhangig von den herrschenden Umweltbedingungen (Fral3feinde,
Nahrungsangebot, klimatische Bedingungen) in den Nachkommen bestimmte
Entwicklungsprogramme initiiert oder andere unterbindet um ihnen mdglichst optimal
angepasste Startbedingungen zu ermdglichen. Folgt man dieser Interpretationsweise,
so kdnnte man die Beobachtung, dass sich ein mangelhafter physischer Zustand einer
Schwangeren auf das fetale Wachstum auswirkt, auch als Anpassung der
Nachkommen an widrige Aufwachsbedingungen werten. In diesen Kontext ist auch der
Begriff des ,thrifty phenotype® einzuordnen. In der biomedizinischen Forschung versteht
man darunter die Koexistenz von Auspragungen eines Individuums (schmachtiger
Korperbau, modifizierter Metabolismus), welche sich in Folge einer ungunstigen
intrauterinen Versorgungslage bei den Nachkommen einstellt und es ihnen ermdglicht
z. B. an ein reduziertes Nahrungsangebot nach der Geburt besser angepasst zu sein
(Hales und Barker, 1992).

Dieser an sich sinnvolle Mechanismus kénnte allerdings dann zu Problemen fihren,
wenn die Bedingungen, unter denen ein Individuum aufwéachst, mehr oder weniger stark
von den Bedingungen abweichen denen ihre Muitter wahrend der Schwangerschaft
ausgesetzt waren. In diesem Zusammenhang gibt es aufschlussreiche Studien, in
denen untersucht wurde, welche Auswirkungen Krieg und Hungersnot auf die
intrauterine Entwicklung und auf das Aufwachsen von Individuen haben. So litt gegen
Ende des Zweiten Weltkriegs ein Grof3teil der niederlandische Bevdlkerung unter der
von den deutschen Okkupationstruppen unterbundenen Nahrungsmittelversorgung
ihres Landes. Es konnte gezeigt werden, dass Babys von Muttern, die wahrend dieser
Zeit schwanger waren und besonders wahrend des letzten Trimesters unter der
Nahrungsmittelknappheit litten, mit einem reduzierten Geburtsgewicht auf die Welt

kamen. Interessanterweise konnte dariiber hinaus bei den heranwachsenden Babys
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eine verminderte Glukosetoleranz festgestellt werden. Beide Phanomene kdnnten in
einer Umwelt mit reduziertem Nahrungsangebot, z.B. einer mangelhaften Versorgung
mit Glukose, von Vorteil sein. In einer Gesellschaft, in der jedoch ein Uberangebot an
Nahrungsmitteln anzutreffen ist, wie es fur die Staaten der westeuropéischen
Nachkriegs-Ara  charakteristisch  ist, filhrt diese Konstellation leicht zu
Maladaptationsprozessen mit einem erhdhten Risiko fiir z.B. Diabetes Typ Il (Ravelli,
1998).

Es sind verschiedene Wege denkbar, tber die pranatales Stresserleben ein Individuum
bis in das Erwachsenenalter hinein beeinflussen kénnte. Es erscheint dabei hilfreich
zwischen zwei Qualitdten von Veranderungen zu unterscheiden. Einer direkten Qualitat
und einer indirekten. Direkt in dem Sinne verstanden, dass durch einen prénatalen
Einfluss direkt maternale bzw. fetale Strukturen physisch modifiziert werden, mit dem
Ergebnis, dass sich im Organismus dauerhafte Veradnderungen einstellen. Im
Gegensatz dazu wéren indirekte Verdnderungen solche, die keinen direkten physischen
Einfluss auf maternale bzw. fetale Strukturen nehmen, sondern lediglich zu einem
veranderten Verhallten der Schwangeren fuhren, welches sich wiederum indirekt auf
ihre Nachkommen auswirkt.

Ein einfaches Beispiel dafur, wie sich mutterliches Stresserleben indirekt auf ihre
Nachkommen auswirken kénnte, lasst sich an Hand von Rauchverhalten wéhrend der
Schwangerschaft aufzeigen. So kdnnten Frauen, die in stressbehafteten Situationen
vermehrt den Antrieb versplren Zigaretten zu rauchen, auch wahrend der
Schwangerschaft diesem Verlangen in solchen Situationen nachgeben und damit die
Entwicklung des Fotus indirekt beeinflussen (Goedhart et al., 2009).

Daneben sind in der Vergangenheit in einer Vielzahl von Experimenten Beobachtungen
gemacht worden, die Hinweise auf pranatale Einflisse geben, die direkt Veranderungen
in maternalen bzw. fetalen Strukturen bewirken, jedoch bisher nicht mit einem
bestimmten Krankheitsbild verkntpft sind (Jansson et al., 2002, Regina et al., 2001).
Als potentielle Mechanismen daftir, wie pranatale Einfliisse vermittelt werden und wie
sie ihre Wirkung auch Uber einen langen Zeitraum hinweg aufrechterhalten kdnnen,
werden drei grundsatzliche Mdglichkeiten diskutiert (Lucas, 1991).

Erstens kdnnte ein bestimmter Einfluss Auswirkungen auf die absolute Zahl von Zellen
in einzelnen Organen nehmen. Ausgehend von der Beobachtungen, dass die
verschiedenen Gewebe zu bestimmten Zeiten wahrend der Fetalperiode einen enormen

Wachstumsschub durchmachen, liegt die Moglichkeit nahe, dass Einflisse, die
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wahrend dieses sensiblen Zeitfensters auf die Zellproliferation wirken, quasi die Grenze
des maximal moglichen zellularen Wachstums festschreiben und damit auch die
maximale Leistungsfahigkeit der betreffenden Organe limitieren. So konnte gezeigt
werden, dass die Nachkommen von wahrend der Schwangerschaft mangelernahrten
Versuchstieren in einigen Organen eine verringerte Anzahl von Zellen aufwiesen als die
Nachkommen von nicht mangelernédhrten Kontrolltieren (Lechner et al., 1986, Joshi et
al., 2003).

Zweitens konnte gezeigt werden, dass sich pranatale Einflisse auf die Genexpression
von fetalen Zellen auswirken, die sich auch noch nach der Geburt im Organismus der
Nachkommen nachweisen liel3en (Fine et al., 1999, Adeeko et al., 2003,). Sofern diese
Veranderungen die Expression von an wichtigen metabolischen Regelkreisen
beteiligten Genen betraf, konnten sie auch mit deren Pathologie in Verbindung gebracht
werden (Chapman et al., 2000).

Drittens ist es denkbar, dass sich Einflisse wahrend der Fetalperiode auf die klonale
Selektion von Zellen auswirken und damit jeweils einen bestimmten Phanotyp von
Zellen bei ihrer Expansion begulnstigen. Beispielsweise konnten, unter der Bedingung
einer reduzierten Verfugbarkeit von Fettsduren, solche Zellen einen Selektionsvortell
erhalten, die Uber eine etwas effektivere bzw. aktivere Zellmaschinerie zur
Fettsduresynthese verfiigen als ihre Schwesterzellen. Geschahe dies in einer hoch
proliferativen Phase wéahrend der Organogenese, wirden die Zellklone des bevorzugten
Phanotyps das betreffende Organ dominant besiedeln (Waterland und Garza, 1999).
Auch wenn es darum geht die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in Hinsicht auf das
Modell der ,Fetalen Programmierung von Krankheiten des Erwachsenenalters® zu
verorten, ist eine Bezugnahme auf die genannten Mechanismen sinnvoll.

Die erhohte Prasenz von NK- und NKT-Zellen im Blut und im Uterusgewebe der
gestressten Versuchstiere konnte zu funktionellen und strukturellen Veranderungen von
Endothel- und Trophoblast-Zellen in der Plazenta fuhren. Da diese Zellen ihrerseits
wiederum regulierend auf den Nahrstoffaustausch zwischen Mutter und Kind wirken,
konnte dariber sowohl die klonale Selektion von fetalen Zellen beeinflusst als auch die
in utero Reifung von Organen limitieren werden. Obwohl die vorliegenden Ergebnisse
keine Belege fir eine veranderte Funktion von Trophoblast- oder Endothelzellen liefern,
so ist doch in Hinblick auf die bisher publizierten Daten zur Interaktion von NK-Zellen
mit Trophoblast- und Endothelzellen der angefihrte Zusammenhang zumindest
naheliegend (Moffett-King, 2002, Hanna et al., 2006, Le Bouteiller und Tabiasco, 2006).
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Noch deutlicher ist der Zusammenhang zwischen der geringeren Progesteron
Konzentration im Serum der gestressten Tiere und den Mechanismen der ,fetalen
Programmierung“. Da Progesteron eine Fulle von Aufgaben im Rahmen der
Schwangerschaft und der fetalen Entwicklung erfullt (Spencer und Bazer, 2002), konnte
seine Abnahme auf eben diese Mechanismen wirken und dartber die Genexpression
fetaler Zellen beeinflussen, spezifisch ausgestattete Zellen in ihrer Proliferation
unterstitzen (Arck et al., 2007) und, vermittelt durch Wachstumsfaktoren, die Reifung
ganzer Organe verandern (Mark et al., 2006).

An Hand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich folglich sowonhl
immunologische als auch endokrine Faktoren benennen, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit in der durch Stress bewirkten ,Fetalen Programmierung“ eine

entscheidende Rolle spielen.
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6. Zusammenfassung

Es ist seit langerem bekannt, dass Umweltfaktoren die pranatale Entwicklung eines
Individuums nachhaltig beeinflissen kdnnen. Sofern diese Beeinflussung eine Stérung
der Organogenese oder wichtiger Regelkreise zur Folge hat ist anzunehmen, dass sie
auch hinsichtlich der Vulnerabilitdt fur bestimmte Krankeiten wirksam sein konnte. Da
sich psychoemotionales Stresserleben auf eine ganze Reihe von physiologischen
Prozessen in einem Organismus auswirken kann, liegt die Annahme nahe, dass auch
Stresserleben wahrend der Schwangerschaft auf die Entwicklung der Nachkommen
einen anhaltenden Einfluss ausiiben konnte.

Im Verlauf der Schwangerschaft finden im mdatterlichen Organismus eine Reihe von
Anpassungsprozessen statt, deren planmaRiger Ablauf eine mdglichst optimale
Versorgung und Entwicklung des Fotus gewahrleisten soll. Im Uterusgewebe kommt
dem Immunsystem im Rahmen dieser Adaptation eine entscheidende Rolle zu. Im
Zusammenspiel mit endokrinen Faktoren ist es die Interaktion zwischen fetalen
Throphoblastzellen und mdatterlichen Immunzellen, die daflir Sorge tragt, dass sich
notwendige Strukturen etablieren kénnen, die das Uberleben des Keims sichern.

Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass Schallstress in der spaten
Schwangerschaft zu Veranderungen immunologischer und hormoneller Parameter bei
den Nachkommen fiihrte. Welche Mechanismen auf Seiten der schwangeren
Versuchstiere allerdings im einzelnen fur die beobachteten Veranderungen bei ihren
Nachkommen verantwortlich zu machen sind, ist bislang nur in Ansatzen verstanden.

In der vorliegenden Arbeit, die an die oben genannten Studien anschliel3t, wurde
untersucht, inwiefern sich eine Stressbehandlung in der spaten Schwangerschaft auf
die Frequenz von T-Zellen, NK-Zellen und Dendritischen Zellen, im Uterus, im Blut und
in den inguinalen Lymphknoten der trachtigen Tiere auswirkt. Darliber hinaus wurde an
Hand der Expression von Cortikoliberin im Gehirn der trachtigen Tiere und der
Corticosteron- und Progesteron-Konzentration im Serum der Muttertiere und in der
AmnionflUssigkeit untersucht, ob sich die Stressexposition auch auf wichtige hormonelle
Regelkreise auswirkt.

Dazu wurden in zwei unterschiedlichen Experimenten einmal BALB/c Mause syngen
verpaart und einmal weibliche BALB/c Mause mit DBA/2J Méannchen allogen verpaart

und die schwangeren Tiere an Tag 12,5 und 14,5 der Schwangerschaft einer
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Schallstressexposition unterzogen. An Gestationstag 16,5 wurden die Versuchstiere
getotet und die fur die Untersuchungen bendétigten Organe entnommen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen eindeutig, dass die Stressbehandlung in
der spaten Schwangerschaft einen Einfluss auf das immunologische Gleichgewicht an
der fetomaternalen Schnittstelle ausubt. Mittels durchflusszytometrischer Analyse
konnte eine hohere Anzahl CD49b" Zellen und CD3*/CD49b" Zellen im Blut und im
Uterusgewebe der gestressten Tiere nachgewiesen werden. Darlber hinaus konnte im
Blut der syngen verpaarten Tieren bei der Stressgruppe eine signifikant kleinere Zahl
von CCR5" Zellen und CCR7"Zellen gemessen werden. Die Frequenz der CD4" Zellen
und der CD11" Zellen wurde durch die Stressbehandlung hingegen nicht signifikant
beeinflusst. Die Bestimmung der Progesteron-Konzentration mit Hilfe eines
Radioimmunoassays ergab eine signifikant geringere Serumkonzentration bei den
gestressten Tieren verglichen mit den Kontrolltieren. Bezogen auf die Konzentration von
Corticosteron konnte jedoch kein solcher Unterschied festgestellt werden. Auch
hinsichtlich der Expression von Cortikoliberin im Gehirn der trachtigen Tiere war kein
Unterschied zwischen beiden Gruppen feststellbar . In Anbetracht der herausragenden
Rolle, die das Immunsystem und die hormonelle Regulation im Rahmen der Adaptation
des mitterlichen Organismus an eine Schwangerschaft einnimmt, koénnen die
beobachteten Veranderungen als Ausdruck von Mechanismen verstanden werden, die
an einer durch Stress bedingten veranderten fetalen Entwicklung beteiligt sind und die
betroffenen Tiere im weiteren Leben moglicherweise anfélliger fur die Herausbildung

bestimmter Krankheiten machen.
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