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1 Abstract

Intrauterine Wachstumsretardierung (intra uterine growth restriction - IUGR) gehort zu den
haufigsten Ursachen fir die perinatale Morbiditat sowie Mortalitat und beeinflusst, sofern das
Kind Uberlebt hat, die Entwicklung nachhaltig. Eine erfolgreiche Schwangerschaft erfordert
eine optimal entwickelte Plazenta, um den Embryo mit Sauerstoff und Né&hrstoffen zu
versorgen. Ist jedoch die Entwicklung der Plazenta gestort, kann es zur einer
Wachstumsretardierung und Fehlentwicklung des Foten kommen. In den vorgelegten
veroffentlichten Publikationen konnte mit Hilfe eines Mausmodells gezeigt werden, das eine
partielle Defizienz fur Hamoxygenase-1 (Hmox1*") tragt, dass HO-1 unentbehrlich fir die
Forderung der Plazentation und die fotale Entwicklung ist. Eine HO-1-Deletion in der Maus
fihrt zu schweren pathologischen Konsequenzen, wie Plazentainsuffizienz, gefolgt von einer
intrauterinen Wachstumsretardierung und einer hohen fotalen Letalitat. Es konnte gezeigt
werden, dass der protektive HO-1-Mechanismus unabhangig vom miitterlichen Immunsystem
und von hormonellen Einflussen agiert. Ferner konnte ermittelt werden, dass HO-1 die
Ovulation begunstigt und fur die Aufrechterhaltung des Corpus Luteum (Gelbkorper) sorgt.
Dies deutet daraufhin, das HO-1 bereits in einem friilhen Stadium der Schwangerschaft eine
wichtige Funktion besitzt. Es ist bekannt, dass die Metaboliten von HO-1 in einer Vielfalt von
pathologischen Modellen protektiv wirken und dass insbesondere Kohlenstoffmonoxid (CO),
wenn es in niedriger Konzentration inhaliert wird, die protektiven Effekte von HO-1
nachahmen kann. Aufgrund dieser Kenntnisse, wurde das therapeutische Potential von CO
mit Hilfe eines Mausmodells fiur IUGR erforscht, um diese schwere Form von
Schwangerschaftskomplikation zu unterbinden. In diesem Zusammenhang wurden die
optimale Dosis und der therapeutische Zeitpunkt von CO etabliert. Es hat sich dabei
herausgestellt, dass 50 ppm die optimale Dosis ist, um IUGR und intrauterinen Tod des Fotus
zu verhindern, sofern CO zwischen Tag 3 und Tag 8 der Schwangerschaft (wéhrend der
Implantation und der frihen Plazentation) appliziert wird. Ebenfalls konnte die gleiche
Therapie Hmox1"" und Hmox1”™ Féten von Hmox1*" Verpaarungen vor IUGR und
intrauterinem Tod schutzen. CO bewirkte eine Gewichtszunahme der Plazenten und der
Foten, ohne pathologische Nebeneffekte zu zeigen. CO-Inhalation unterdriickte die
inflammatorische Antwort, verringerte die Apoptose sowie die Komplementdeposition und
regulierte die Angiogenese in der Plazenta. Unsere Ergebnisse bestétigen die protektive Rolle
von HO-1 und CO in der Schwangerschaft und bieten Einblicke in die Mechanismen an. Aus
den gewonnenen CO-Daten erdffnen sich vielversprechende Neuerungen im Hinblick auf

verbesserte Therapien bei Schwangerschaftskomplikationen.
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2 Abstract (Englisch)

One of the leading causes of perinatal morbidity and mortality is intrauterine growth
restriction (IUGR). This has further serious consequences as predisposition to lifelong
increased risk of hypertension, cardiovascular disorders, renal disease among others.
Pregnancy establishment implies the existence of an ideal developed placenta, which ensures
the supply of oxygen and nutrients to the fetus. Factors influencing placental vascular
development and function have a dramatic impact on fetal growth and development, and by
extension on neonatal survival and growth. Using a mouse model which carries a Heme
Oxygenase-1 (HO-1) deletion, we could show that HO-1 act as a pivotal factor in supporting
placentation and fetal development in our recent publications. Mice deficient in Hmox1
present aberrant placentation followed by a clear phenotype of IUGR and subsequent
intrauterine fetal death. The effects of HO-1 seem to occur independent of the maternal
adaptive immune system and hormonal influence. Furthermore we determined that HO-1
plays a significant role in the process of oocyte ovulation as well as fertilization. This shows
that HO-1 plays an important function even at the early stage of pregnancy. The salutary
effects of HO-1 are most probably mediated by one of the end-products of heme catabolism,
namely carbon monoxide (CO). It has been shown that exogenous supply of CO at low
concentrations can regulate physiological processes without apparent toxicity and is able
indeed to restore the immunoregulatory and cytoprotective effects of HO-1 after its
pharmacologically inhibition in a variety of pathologies. Based on these findings we aimed to
investigate the therapeutic potential of CO in preventing pregnancy complications. To do so,
we established the optimal doses and treatment schedule of using CO via inhalation in a
clinically relevant mouse model of IJUGR. We could show that the success and effectiveness
of the CO therapy are highly dependent on both the dose (50 parts per million) and the time
frame of application (between day 3 and day 8 of pregnancy). Likewise the CO therapy
prevented IUGR and intrauterine fetal death of Hmox1*" and Hmox1” fetuses from Hmox1*"
mouse breeding. We observed a positive effect on placental and fetal weight without showing
any pathological effects. The positive effects of inhaled CO were associated with an anti-
inflammatory local immune response, with tissue protection, anti-apoptosis and pro-
angiogenesis. We have confirmed the positive effects of HO-1 and CO on pregnancy outcome
in an animal model of IUGR. We have shown that the effectiveness of CO-gas therapy
depends on the careful selection of the dose and time frame to be applied. This is of extreme

importance for the putative design of clinical trials.
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3 Einleitung

Kommt es zum Verlust eines Foten, erfolgt dies in den meisten Fallen wéhrend der friihen
Schwangerschaft (1, 2). In dieser frihen Phase finden kritische Ereignisse, wie die
Entwicklung der Plazenta (Plazentation) und Embryogenese, statt (3, 4). Die Plazenta ist ein
einzigartiges Organ, es versorgt das Ungeborene mit Sauerstoff und Nahrstoffen. Weiterhin
schiutzt die Plazenta den FOtus vor schédlichen Stoffen und Einflussen, entsorgt seine
Stoffwechselprodukte und produziert Hormone, die fur den Erhalt der Schwangerschaft
sorgen (5). Die Plazenta stellt somit das Leben eines Foten sicher. Im Falle des Auftretens
einer Plazentainsuffizienz kommt es zu einer Minderversorgung des Foten, welches sich in
einer intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR) und im schlimmsten Fall mit dem Tod
des Foten &uBern kann (6). Eine spezifische Therapie der IUGR steht derzeit nicht zur
Verflgung. Wéhrend der Schwangerschaft beim Menschen und bei Nagetieren wurden sehr
hohe Pegel an Hdmoxygenase-1 (HO-1) in Trophoblastzellen nachgewiesen (7 - 9). HO-1 ist
ein Enzym, das H&m zu Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid oxidiert und abbaut (10).
Es kommt in Sdugetieren in den Mikrosomen der Zellen vor. Arbeiten unserer Gruppe
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass hohe Abortraten mit einer niedrigen HO-1-
und HO-2-Expression assoziiert waren (11, 12). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich zu einer normalen Mausschwangerschaft (CBA/J-Weibchen verpaart mit BALB/c-
Mannchen), die CBA/J-Weibchen geringere HO-1- und HO-2-Proteinexpression in der
Plazenta aufweisen, wenn sie mit DBA/2J-Méannchen (IUGR-Modell) verpaart wurden (12).
Ahnliches wurde bei schwangeren Frauen beobachtet, die unter einer spontanen Fehlgeburt
gelitten haben oder die Préeklampsie aufwiesen (9). In Patienten mit IUGR wurden ebenfalls
reduzierte HO-1-Expressionen an der foto-maternalen Grenzflache entdeckt (13).
Interessanterweise konnte in verschiedenen Modellen festgestellt werden, dass die Zufuhr von
exogenem Kohlenstoffmonoxid (CO), einem HO-1 Metabolit, die immunregulatorischen und
zytoprotektiven Effekte von HO-1 vollstandig ersetzen kann, wenn die enzymatische Aktivitat
von HO-1 gleichzeitig inhibiert wird (14 - 16). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass
die HO-1 protektiven Effekte zum groRen Teil von seinem Gasotransmitter CO vermittelt
werden. Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass das Molekil HO-1 und sein Metabolit

CO, eine entscheidende Rolle fur den erfolgreichen Verlauf der Schwangerschaft spielen.
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4 Ziele
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu untersuchen inwieweit der HO-1 Metabolit
Kohlenstoffmonoxid die protektive Eigenschaft von HO-1 in einer Maus-Schwangerschaft

nachahmen kann.

Dafiir sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1) Kann der protektive Effekt von HO-1 durch seinen Metaboliten CO Uber exogene
Zufuhr in Form von Gas nachgeahmt werden?
2) Kann CO-Inhalation, Foten aus einer Hmox1*"" x Hmox1"" Verpaarung vor IUGR
und fotalem Tod schitzen?

3) Inwieweit spielt HO-1 im frihen Stadium der Schwangerschaft eine Rolle?
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5 Material und Methoden

5.1 Tierversuche

Hmox1-kompetente oder -defiziente M&use (17) wurden von Dr. Saw Feng-Yet zur
Verfligung gestellt (BALB/c Hintergrund) und in unseren Raumlichkeiten als Zuchtkolonie
erhalten. CBA/J-, DBA/2J- und BALB/c-Méuse stammten von Charles River. Die Haltung
der Tiere erfolgte artgerecht mit einem 12-stiindigen Licht-/Dunkelrhythmus in unseren
Tiereinrichtungen in Berlin und Magdeburg mit Wasser und Nahrung ad libitum.
Experimentelle Versuche an den Tieren entsprachen den Institutsrichtlinien gemaR den
Anforderungen der leitenden staatlichen Behérden in Berlin und Magdeburg (LaGeSo Berlin
0062/03 und Sachsen- Anhalt Ministerium 2-868). (siehe Publikationen 1 und 2).

5.2 Verpaarungen der Mause

Hmox1*" Weibchen wurden mit Hmox1*" Mannchen verpaart. Weiterhin wurden zwei
Monate alte weibliche CBA/J Mé&use mit zwei bis vier Monate alten mannlichen DBA/2J-
(IUGR Gruppe) bzw. BALB/c- (Gruppe der normalen Schwangerschaft) Mausen verpaart.
Zweimal téglich wurden die weiblichen Mause auf einen vaginalen Pfropfen
(Inseminationsfleck) hin untersucht. Das Auftreten dieses Merkmals wurde als Tag O der
Schwangerschaft angesehen. Die Weibchen wurden daraufhin von den Mannchen getrennt.
Die Implantationsrate sowie die Anzahl der toten FOten wurden am Tag 14 der
Schwangerschaft analysiert. Foten und Plazenten wurden frei prapariert und gewogen. (siehe
Publikationen 1 und 2).

5.3 Kohlenstoffmonoxid (CO)-Behandlungen und experimentelle Einstellungen:
Tiergruppen

Die Méuse in ihren Kéafigen wurden in 98-Liter groRe Plexiglaskammern gesetzt und mit CO
oder gemischter Luft (Kontrolle) behandelt. Die Expositionskonzentration und
Expositionsdauer sind in Tabelle 1 dargestellt. Die CO-Durchflussmenge wurde
kontinuierlich bei einer Rate von 12 L/min. gehalten. Die Konzentration von 5 % CO in Luft
(20,9 %) wurde mit Druckluft gemischt, um die finale Konzentration von 50 oder 125 parts
per million (ppm) in den Zielkammern zu erreichen. Kontrolltiere wurden lediglich mit Luft
behandelt. (siehe Publikationen 1 und 2).
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Konzentration in Kontinuierliche Tréachtige Méuse Tag der Praparation
ppm Expositionsdauer
125 3-5 CBA/J 14
50 3-5 CBA/ 14
50 3-8 CBA/J, Hmox1™" 14
50 3-8 CBA/ 8
50 5-8 CBA/ 14

Tab. 1 Expositionskonzentration und Expositionsdauer von CO.

CBA/J Weibchen wurden mit DBA/2J Mannchen (IUGR Gruppe) verpaart. Anschlieend wurden
schwangere CBA/J Méuse mit 125 ppm oder 50 ppm CO zwischen Tag 3 und Tag 5 oder zwischen
Tag 3 und Tag 8 behandelt. Eine weitere Gruppe wurde zwischen Tag 5 und Tag 8 der
Schwangerschaft mit 50 ppm behandelt. Die Praparation erfolgte an Tag 8 oder Tag 14 der
Schwangerschaft. Schwangere CBA/J Weibchen verpaart mit BALB/c Mannchen (normale
Schwangerschaft), wurden mit 50 ppm CO zwischen Tag 3 und Tag 8 der Schwangerschaft behandelt.
Die Praparation erfolgte an Tag 14 der Schwangerschaft. Hmox1" Weibchen wurden mit Hmox1*"
Mannchen verpaart und mit 50 ppm zwischen Tag 3 und Tag 8 der Schwangerschaft behandelt. Die
Tétung der Tiere erfolgte an Tag 14 der Schwangerschaft. Kontrolltiere wurden mit Luft behandelt.

5.4 Messung von Carboxyhamoglobin (COHb)

Blut von andsthesierten Mausen wurde durch Herzpunktion entnommen. Die Werte von
COHb und total Hamoglobin (tHb) wurden oxymetrisch durch ein Blutgasanalysegerét
ermittelt. (siehe Publikationen 1 und 2).

5.5 Durchflusszytometrie

Fur die Stimulation der Zytokin-Sekretion wurden Zellen aus der Milz, den Lymphknoten
sowie der Dezidua isoliert und fir eine Stunde mit 50 ng/ml PMA und 1pg/ml lonomycin bei
37 °C inkubiert. Fur die intrazellulare Akkumulation der Proteine wurde 2 uM Monensin
hinzugefiigt und fur weitere 3 Stunden inkubiert. Die Zellen wurde daraufhin mit 1 % PFA
uber Nacht bei 4 °C fixiert und schliel3lich in FACS-Puffer resuspendiert. Nicht stimulierte

Zellen wurden fiir die Detektion der extrazellularen Proteine verwendet. (siehe Publikation 1).
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5.6 Histologie, Hamatoxilin-Eosin (HE)-Farbung

Entparaffiniertes Plazentagewebe wurde fiir 2 Min. mit Hdmatoxilin und anschlieRend 5 Min.
mit Eosin gefarbt. Daraufhin erfolgte eine konsekutive Waschreihe mit Ethanol (75 %, 95 %
und 100 %). Zum Abschluss wurden die Proben in Xylol entwéssert (2 x 5 Min.) und mit
Roti-Histokit fixiert. (siehe Publikationen 1, 2 und 3).

5.7 Immunhistochemie

Zur Visualisierung von VEGF oder HO-1-Proteinen, wurde entparaffiniertes Plazentagewebe
verwendet. Fir die Detektion von C3-Komplement wurde eingefrorenes Plazentagewebe
eingebettet in Kryoschnitte herangezogen. Um die Aktivitat der endogenen Peroxidase zu
unterdrucken, wurden die Schnitte mit 3% H,O, behandelt. Um unspezifische
Proteinbindungen zu verhindern, wurden die Proben mit 5 % BSA in TBS inkubiert. Nach der
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper, wurden die Proben mit dem Substrat 3-Amino-9-
Ethylcarbazole (AEC) entwickelt und anschliefend mit Hamalaun gegengefarbt und mit

Agquatex fixiert. (siehe Publikationen 1 und 2).

5.8 Proteinisolation und Western Blot

Gefrorene Plazentagewebestiicke wurden in Lysis-Puffer homogenisiert und zentrifugiert. Der
Uberstand (Proteine) wurde in ein neues Réhrchen iberfilhrt. Die Proteinkonzentration,
wurde mittels BCA Protein Assay ermittelt. Fir die Elektrophorese wurden 20 pg (Bag-1,
sEng, sFlt-1) oder 50 pug (VEGF) Protein auf ein 8 % (s-Flt-1), 10 % (Bag-1, sEng) oder 15 %
(VEGF) Polyacrylamid-Gel mit denaturisierenden Konditionen eingesetzt. Nach der
Elektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Sekundéare
Antikdrper waren entweder direkt gekoppelt mit HRP oder biotinyliert. GAPDH oder R-Actin
wurden als House-Keeping-Gen benutzt. Die Entwicklung der Chemilumineszenzsignale
wurde mit einem hauseigenen ECL-Reagenz generiert. Die Quantifizierung der Bilder wurde

mittels der GeneSnap Software von Syngene ermittelt. (siehe Publikation 1).

5.9 RNA-Isolation, cDNA Synthese und Real-Time (RT)-PCR

RNA aus gefrorenem Plazentagewebe wurde nach der klassischen Phenol/Chloroform-
Methode extrahiert. Die RNA-Proben wurden weiterhin mittels der reversen Transkriptase
(Moloney-Maus-Leukdmie-Virus  Reverse  Transkriptase, MMLV-RT) in cDNA
umgeschrieben und anschliel’end bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Fur Bag-1,
Bcl, Bclxl, Bax, wurde die RT-PCR mittels der TagMan®-Technologie durchgefihrt. RT-
PCR mittels der SYBR® Green-Technologie wurde eingesetzt um VEGF, PGF, SDF-1a und
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HIF-1a zu amplifizieren. Sowohl TagMan® als auch SYBR® Green wurden am i-Cycler
durchgefiihrt. 3-Actin wurde als House-Keeping-Gen eingesetzt. Die Menge an RNA wurde
in beiden Fallen als 2 kalkuliert. (siehe Publikation 1).

5.10 TUNEL

Die TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der Darstellung
von Zellkernen apoptotischer Zellen. Plazentaproben, eingebettet in Paraffin, wurden
verwendet, um die apoptotischen Zellkerne zu visualisieren. Die Analyse fand unter einem
Lichtmikroskop durch zwei unabhéngige Beobachter ohne Kenntnis der Probe statt. (siehe
Publikationen 1 und 3).

5.11 Messung von freiem Ham
Freies H&m wurde in Plasmaproben untersucht. Das Blut wurde durch Herzpunktion
entnommen, in heparanisierte Rohrchen gefillt und zentrifugiert. Die Quantifizierung von

freiem Ham wurde entsprechend der Herstellerangaben vollzogen. (siehe Publikation 2).
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6 Ergebnisse, Diskussion
6.1 Teilprojekt 1 (Publikation 1)

6.1.1 HO-1-protektive Effekte konnen durch seinen Metaboliten Kohlenstoffmonoxid
(CO) Uber exogene Zufuhr in Form von Gas nachgeahmt werden

Da HO-1 essentiell fir die Plazentation ist (18) und Beobachtungen vermuten lassen, dass die
HO-1-protektiven Effekte zum grofRen Teil von seinem Metabolit CO vermittelt werden, war
es das Ziel, das therapeutische Potential von CO in der Maus-Schwangerschaft zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden der Zeitpunkt und die optimale Dosis ermittelt, um
den schwangeren Méusen CO via Inhalation zu applizieren. Fur dieses Anliegen haben wir
das CBA/J x DBA/2J Mausmodell ausgewéhlt, das ein klinisch relevantes Modell fir IUGR
und spontane Fehlgeburten darstellt (19). Als Kontrolle haben tréchtige Mduse normale Luft
geatmet. Das CBA/J x BALB/c Modell (normale Schwangerschaft) diente als
Vergleichskombination und wurde ebenso mit CO oder Luft behandelt. Die T6tung der Méause
erfolgte an Tag 14 der Schwangerschaft. Die Behandlung wahrend der Implantation (Tag 3
bis Tag 5 der Schwangerschaft) mit 125 ppm CO war nur teilweise protektiv und die
Applikation von 50 ppm CO zeigte keine Wirkung in der gleichen Behandlungszeit. Wurde
jedoch 50 ppm CO fir eine langere Expositionszeit, ndmlich wéhrend der Implantation und
der friihen Plazentation (Tag 3 bis Tag 8 der Schwangerschaft) eingesetzt, konnte CO in
niedriger Konzentration vor IUGR und fotalem Tod schiitzen. Die Applikation mit CO fuhrte
im Vergleich zu luftbehandelten schwangeren Mausen zu keiner Veranderung in den Werten
wie Carboxyhamoglobin (COHb) sowie total Hdimoglobin (tHb). Die Behandlung mit 50 ppm
CO fuhrte interessanterweise dazu, dass die Gewichte der Foten und Plazenten im Vergleich
zu luftbehandelten Mé&usen erhoht waren. Weiterhin konnten wir auch direkt nach der
Behandlung (Tag 8 der Schwangerschaft) mit 50 ppm CO keine erhéhten Werte von COHb
oder tHb feststellen, welches sicherstellt, dass es wahrend der Behandlung mit CO nicht zu
einer Intoxikation gekommen ist. Zusammenfassend schitzt die Gabe von 125 ppm CO
wahrend der Embryoimplantation zwar vor dem fotalen Tod, zeigte jedoch unerwiinschte
Nebeneffekte. Geringere Mengen an CO (50 ppm) in der gleichen Applikationszeit zeigten
immerhin keine toxischen Nebeneffekte gegentiber dem Fotus, waren aber nicht effizient
genug, um den intrauterinen Tod des Foten komplett zu unterbinden. Wurde allerdings die
niedrige Konzentration an CO (50 ppm) fur einen langeren Zeitraum appliziert (wéhrend der
Implantation und frihen Plazentation), war CO in der Lage den Fotus effektiv und ohne

unerwiinschte Nebeneffekte vor dem intrauterinen Tod zu schitzen. Interessanterweise
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konnten weitere Experimente zeigen, dass wenn CO wéhrend der Plazentation (Tag 5 bis Tag
8 der Schwangerschaft) verabreicht wurde, es auch vor IUGR und fétalem Tod schutzen
konnte. Daraus lasst sich schlie3en, dass der Erfolg und der Wirkungsgrad der Therapie mit
CO strikt von der zu applizierenden Dosis sowie vom Zeitfenster der Applikation abhangig

sind.

6.1.2 Inhaliertes CO wahrend der Implantation und Plazentation wirkt anti-
inflammatorisch

Es ist bekannt, dass Thl- und Th17-Zytokine mit Schwangerschaftskomplikationen assoziiert
sind (20, 21), wahrend Th2-Zytokine in der Schwangerschaft protektiv wirken (22).
Immunzellen aus der Milz und der Dezidua sekretierten weniger IFN-y in trachtigen Méusen,
die mit CO behandelt worden sind, als die mit Luft behandelten. CO konnte auch die
Sekretion von IL-17 in Zellen aus der Dezidua, der Milz und den Beckenlymphknoten
signifikant vermindern. Ebenfalls konnte CO den Gehalt an CD4*CD69" aktivierten T-Zellen
verringern, wahrend es die Frequenz der CD4 FoxP3" regulatorischen Zellen erhéhte. Diese
Daten deuten darauf hin, dass der positive Effekt von CO auf das Uberleben des Féten durch
eine Verlagerung der Immunantwort zu einem nicht inflammatorischen, protektiven Kurs

verknupft ist.

6.1.3 Inhaliertes CO verringert die Apoptoserate in der Plazenta und erhoht die Werte
des zytoproktiven Molekuls Bag-1

Plazentaproben aus Tag 14 der Schwangerschaft wurden mittels der TUNEL-Methode auf
apoptotische Zellen untersucht. Im Vergleich zu luftbehandelten Mausen offenbarte die
TUNEL-Analyse eine signifikante Reduzierung an apoptotische Zellen in der CO-behandelten
Gruppe. Wir konnten weiterhin feststellen, dass das gewebeschiitzende Bag-1 Molekil nach
der Behandlung mit CO signifikant hochreguliert war (Protein und mRNA-Ebene).
Demzufolge unterstiitzt CO die Plazentaentwicklung, indem es Apoptose inhibiert und die

Expression des gewebeschiitzenden Molekiils Bag-1 steigert.

6.1.4 Inhaliertes CO bt eine pro-angiogenetische Wirkung in der Plazenta aus

Aufgrund der bekannten Wirkung von CO auf die Angiogenese in vielen Modellen,
untersuchten wir den Effekt von CO in vivo in Trophoblast-Zellen. CO-Inhalation bewirkte
eine signifikante Erhéhung des pro-angiogenetischen Molekdls vascular endothelial growth
factor (VEGF) auf Protein- und mRNA- Ebene in der Plazenta. Im Vergleich zu
luftbehandelten Mdausen zeigte die Inhalation von CO in der Immunhistochemie auch eine

10
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starke Zellfarbung von VEGF. Plazentation und Embryoentwicklung finden vorwiegend in
hypoxischer Umgebung statt. Dabei ist hypoxia inducible factor-1a (HIF-1a) ein wichtiger
Marker in diesem Prozess. Unter anderem ist HIF-1a ein Transkriptionsfaktor und ein
primérer Regulator fir die VEGF-Induktion. Wir beobachteten eine Hochregulierung des
HIF-1a. Molekiils, ein Effekt der durch die Inhalation von CO reguliert wird, aber nicht von
Luft. Es ist davon auszugehen, dass die transient erniedrigten O,-Werte, die fur die
Embryoimplantation und Plazentation wichtig sind, HIF-1o hochreguliert und dabei die
Expression der zytoprotektiven Molekiile anregt und so den Embryo vor oxidativem Stress
schutzt. Ebenfalls erhohte CO signifikant die pro-angiogenetischen Molekile stromal cell-
derived factor-1a. (SDF-1 o) und placental growth factor (PGF) auf mRNA-Ebene. Dariiber
hinaus flhrte die Inhalation mit CO zur deutlichen Verringerung der anti-angiogenetischen
Molekile, wie soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) und soluble endoglin (SEng).
Demzufolge bt CO eine pro-angiogenetische Wirkung in der Plazenta aus, was dazu beitragt,

eine vitale Plazentaentwicklung zu unterstltzen.

6.1.5 Die Applikation von CO fuhrt zu Reduzierung der C3-Komplement-Deposition

Im CBA/J x DBA/2], ein Modell fir IUGR, ist das C3-Komplement ein bekanntes Molekiil,
welches fir die gestorte Plazentation und die daraus resultierende fdtale Schéadigung
verantwortlich ist (19). C3-Komplementaktivierung fiihrt auch zur Deregulierung der
angiogenetischen Molekdle, die fur eine normale Schwangerschaft benétigt werden. Die
Intensitaten der C3-Farbung in Plazenten von CO-behandelten Mausen waren signifikant
geringer als die in Plazenten von luftbehandelten Mausen. CO scheint demnach einen Einfluss
auf die Ablagerung von C3 in der Plazenta auszutiben, indem es die komplementabhangige
Zytotoxizitdt vom C3-Komplement inhibiert. Das Gas schitzt so vor vaskulédren

Verletzungen, normalisiert die Plazentahistologie und sichert eine vitale Schwangerschaft.

6.2 Teilprojekt 2 (Publikation 2)

6.2.1 Inhalation von niedrig dosiertem CO schiitzt Féten aus einer Hmox1™ x Hmox1*"
Verpaarung vor lTUGR und fétalem Tod

Da CO die protektiven Effekte von HO-1 in einem Mausmodell fiir IUGR nachahmen konnte
(23), testeten wir den Effekt von inhaliertem CO auf Méuse, die partiell defizient fir HO-1
(Hmox1™") sind. Mause inhalierten 50 ppm CO zwischen Tag 3 und Tag 8 der
Schwangerschaft (wéhrend der Implantation und friihen Plazentation). Im Vergleich zu
luftbehandelten Mausen senkte CO signifikant die Rate an fétalem Tod in Hmox1*" x

Hmox1*" Verpaarungen und erhdhte die Gewichte der Foten sowie der Plazenten. CO
11
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beeinflusste nicht die Implantationsrate, jedoch fuhrte die Applikation von CO in einer
hoheren Anzahl an lebensfahigen Hmox1™” Foten verglichen mit luftbehandelten Mausen aus
der Hmox1*" x Hmox1*" Verpaarung. Weiterhin reduzierte die Behandlung mit CO die

+/+

Mortalitatsrate von Hmox1** und Hmox1*" Féten. Die Behandlung mit CO fihrte zu einer
signifikant hoheren Anzahl an Trophoblast-Riesenzellen und geringerer Fibrose in Hmox1*"
und Hmox1” Plazenten. Dies bestatigt, dass die protektiven Effekte von HO-1 seinem
Metaboliten CO zuzuordnen sind. Weiterhin erdffnet diese Erkenntnis die Maéglichkeit, CO
therapeutisch einzusetzen, um Schwangerschaftskomplikationen die beispielsweise mit
Hmox1 Polymorphismen assoziiert sind oder mit IUGR einschlieBlich niedrigem HO-1

Pegel, zu unterbinden.

6.3 Teilprojekt 3 (Publikation 3)

6.3.1 Hohe Apoptose-Rate im Ovar ist der Grund fur die niedrige Anzahl an Corpus
Lutea (CL) in Hmox1” Méausen

In diesem Teil der Arbeit haben wir entdeckt, dass HO-1 bereits in frithen Stadien der Maus-
Schwangerschaft hinsichtlich der Ovulation und Fertilisation eine wichtige Rolle spielt (24).

+/+

Hmox1” Mause produzierten signifikant weniger Oozyten als Hmox1"* Mause, die jeweils
eine hormonelle Stimulation erfahren haben. Es war daher zu Kkldren, ob eine nicht
kontrollierte Apoptose eine mdgliche Ursache fur die niedrige Anzahl an Ooyzyten in
Hmox1” Mausen ware. CL produzieren Hormone, die bedeutend fiir eine Vorbereitung des
Uterus auf eine mogliche Implantation des Embryos sind. Nichtfunktionale oder niedrige
Anzahl an CL kann ein Grund fur die geringe Fertilisationsrate sein. Apoptose spielt eine
wichtige Rolle in der Kontrolle der Lebensdauer der CL. Da HO-1 unter anderem auch eine
anti-apoptotische Eigenschaft besitzt, liegt es nah, dass HO-1 einen Einfluss auf das
Uberleben der CL hat. Die Anzahl der apoptotischen Zellen in Hmox1** - oder Hmox1™" -

+/+

Maéusen wurde durch die TUNEL-Methode ermittelt. Im Vergleich zu Hmox1™" Mausen
zeigten Ovarien von Hmox1” Mause signifikant hohere Apoptoseraten, insbesondere in CL.
Demnach erklart die hohe Apoptoserate in Hmox1” Tieren das marginale reproduktive

Ergebnis.
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7 Zusammenfassung

Eine Schwangerschaftskomplikation wie die intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR),
gehort zu den haufigsten Ursachen fir die perinatale Mortalitdt und Morbiditat. IUGR
beeinflusst, sofern das Kind Uberlebt hat, die Entwicklung nachhaltig (25, 26). Da eine
spezifische Therapie der IUGR derzeit nicht zur Verfugung steht, ist es von zentraler
Bedeutung ein  Losungskonzept zu finden, um diese schwere Form von
Schwangerschaftskomplikation zu vermeiden oder zu vermindern. Hamoxygenase-1 (HO-1)
ist ein Enzym, das Ham zu Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid oxidiert und abbaut
(10). Es kommt in S&ugetieren in den Mikrosomen der Zellen vor. Im Verlauf der Human-,
Ratten- und Maus-Schwangerschaft findet eine hohe Expression an HO-1 speziell in
Trophoblast-Zellen statt, wahrend Fehlgeburten und Pré-eklampsie mit geringen Expressionen
an HO-1 in der Plazenta assoziiert wurden (7 - 9). In IUGR Schwangerschaftskomplikationen
wurden ebenfalls reduzierte HO-1-Expressionen an der féto-maternalen Grenzflache entdeckt
(13). Aufgrund unserer Entdeckungen lasst sich zusammenfassend aussagen, dass HO-1 eine
zentrale Rolle in der Reproduktion spielt, welches die Plazentation und infolgedessen fétales
Wachstum und Entwicklung sicherstellt. HO-1 zeichnet sich als protektives Gen aus, das Zell-
und Gewebeschadigungen verhindert und so eine vitale Schwangerschaft gewahrleistet. Im
Ubrigen begiinstigt HO-1 auch die Ovulation und sorgt fiir die Aufrechterhaltung des Corpus
Luteum (Gelbkdrper), welches fiur die rechtzeitige Embryoimplantation und flr eine vitale
Plazentation sorgt. Dies deutet daraufhin, dass HO-1 bereits in einem friihen Stadium der
Schwangerschaft eine wichtige Funktion besitzt. Es hat sich herauskristallisiert, dass CO, ein
Stoffwechselprodukt von HO-1, leitend fir die protektiven Effekte ist. Unsere Ergebnisse mit
dem Versuch, CO als Gas-Therapie in einem Kklinisch relevanten IUGR-Mausmodell
einzusetzen, waren sehr erfolgreich. Ferner schiitzt die Inhalation von niedrig dosiertem CO,
Féten aus einer Hmox1™~ x Hmox1"" Verpaarung vor IUGR und fétalem Tod. Wir konnten
zeigen, dass die Effektivitat der CO-Gas-Therapie von der Dosis und vom Zeitraum der
Applikation abhédngig ist. Diese Parameter sind fir einen Entwurf klinischer Studien von
elementarer Bedeutung. Die erfolgreichen Schwangerschaften waren hervorgehoben durch die
Zunahme der Gewichte von Plazenten sowie der Foten und die Prévention von fétalem Tod.
Diese positiven Effekte wurden von einer anti-inflammatorischen Immunantwort, dem Schutz
vor Gewebeschadigung sowie anti-Apoptose und pro-angiogenetischen Effekten begleitet.
Aus den gewonnenen CO-Daten erdffnen sich vielversprechende Mdglichkeiten und

Neuerungen im Hinblick auf verbesserte Therapien bei Schwangerschaftskomplikationen.
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Herr Tarek El-Mousleh hat seine experimentelle kumulative Doktorarbeit mit dem Thema
,untersuchung der therapeutischen Effizienz vom niedrig dosierten Kohlenstoffmonoxid
(CO) [einem H&moxygenase (HO)-1 Metabolit] auf den Schwangerschaftsverlauf im
Mausmodell*“ angefertigt. Grundlage flr die kumulative Promotion sind folgende drei

Publikationen:

Publikation 1

El-Mousleh T, Casalis PA, Wollenberg I, Zenclussen ML, Volk HD, Langwisch S, Jensen F,
Zenclussen AC. Exploring the potential of low doses carbon monoxide as therapy in
pregnancy complications. Medical Gas Research, 2012

Beitrag: 90% Prozent.

Herr EI-Mousleh war flr die Durchfuhrung der praktischen Experimente dieser Publikation
uberwiegend selbstandig verantwortlich. Die Analysen flhrte er vollstdndig unabhédngig

durch. Ferner trug er zur Manuskripterstellung bei.

Publikation 2
Zenclussen ML, Casalis PA, EI-Mousleh T, Rebelo S, Langwisch S, Linzke N, Volk HD,
Fest S, Soares MP, Zenclussen AC. Haem oxygenase-1 dictates intrauterine fetal survival in
mice via carbon monoxide. J Pathol, 2011.
Beitrag: 30% Prozent.
Herr EI-Mousleh trug wichtige Experimente zur Publikation bei.
1) Durchfiihrung von in vivo Mausexperimente mit CO sowie Analyse der Ergebnisse
2) Ermittlung der Gewichte von Foten und Plazenten von verschiedenen HO-1
Genotypen aus der Hmox1"" x Hmox1*" Verpaarungen
3) Generierung der Daten von freien Ham
Weiterhin beteiligte sich Herr EI-Mousleh an der Diskussion zur Entstehung des

Manuskriptes.

Publikation 3

Zenclussen ML, Jensen F, Rebelo S, EI-Mousleh T, Casalis PA, Zenclussen AC], [Heme
Oxygenase-1 Expression in the Ovary Dictates a Proper Oocyte Ovulation, Fertilization, and
Corpora Lutea Maintenance. Am J Reprod Immunol, 2012.

Beitrag: 15% Prozent

Herr  ElI-Mousleh  trug ein  wichtiges  Experiment  zur  Publikation  bei.

17



Tarek EI-Mousleh 9 Anteilserklédrung

+/+

1) Messung der apoptotischen Zellen im Ovar von Hmox1** und Hmox1” Mausen mit
Hilfe von TUNEL
Weiterhin beteiligte sich Herr El-Mousleh an der Diskussion bei der Entstehung des

Manuskriptes.
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