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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Maus als Modellorganismus fir immunologische Untersuchungen

Die forschungsbezogene Suche nach neuen Erkenntnissen wird im Fachgebiet der Biologie
durch die Verwendung verschiedener Modellorganismen erleichtert. Die Maus (Mus
musculus) eignet sich in vielerlei Hinsicht als Modellorganismus. Mit einer Korperlange von
etwa 7-10 cm und einem Gewicht von 18-25 g haben Méause ein geringes Korpervolumen,
bendtigen daher nur wenig Platz und Nahrung. lhre Haltung ist im Vergleich zu anderen
Spezies unkompliziert und kostengunstig. Mé&use zeichnen sich zudem durch eine kurze
Generationszeit aus. Mit einer Tragezeit von 18-21 Tagen und WurfgroRen von etwa 3-11
Nachkommen, kénnen sie in grofRer Anzahl gezlichtet werden. Ebenso wie der Mensch, ist
auch die Maus ein Saugetier. Daher weisen beide Organismen grundlegende anatomische und
physiologische Gemeinsamkeiten auf. Die Genome von Mensch *? und Maus sind vollstandig
sequenziert und besitzen viele orthologe Sequenzen und Gene 2. Von groRer Bedeutung sind
die bereits etablierten Techniken zur gezielten Manipulation des Mausgenoms, welche die
Analyse der Funktion einzelner Gene, Mediatoren und Zellen zu bestimmten Zeitpunkten
ermoglichen. Insbesondere auf dem Gebiet der Immunologie fuhrte die Verwendung von
Mausmodellen in der Vergangenheit zu bahnbrechenden Erkenntnissen 3, da es eine Vielzahl
immunologischer Gemeinsamkeiten zwischen beiden Organismen gibt. Des Weiteren stehen
zahlreiche Mausmodelle fur humane Erkrankungen zur Verfiigung, welche einerseits genutzt
werden, um Therapien zu entwickeln und andererseits, um die entsprechende
Therapieeffizienz zu bewerten *. Versuche mit transgenen Mauslinien tragen dazu bei, die

grundlegenden Mechanismen der Schwangerschaft besser zu erforschen.

1.2 Die Schwangerschaft

1.2.1 Stationen eines entstehenden Lebens

Eine Schwangerschaft ist ein hochregulierter, komplexer Mechanismus, der die Existenz
unserer eigenen und die Existenz anderer Spezies sichert. Voraussetzung ist neben der
Spermatogenese im mannlichen Geschlecht, die zyklische Reifung und Ovulation von
Eizellen und die zeitgleich auftretenden Verdnderungen der Uterusschleimhaut im weiblichen
Geschlecht. Diese werden im Menschen als Menstruationszyklus und in der Maus als
Ostruszyklus bezeichnet. Sowohl die Zyklen in Mensch und Maus, als auch die verschiedenen

1



Einleitung

Phasen der Schwangerschaft, werden durch die zeitlich abgestimmte Balance der
Sexualhormone Ostrogen und Progesteron reguliert >°. Eine Schwangerschaft kann in die
Prozesse Befruchtung, Implantation, Dezidualisierung, Plazentation und Geburt unterteilt
werden. Die Befruchtung, die noch im Eileiter stattfindet, bezeichnet die Vereinigung eines
Spermiums und einer Eizelle und deren damit verbundene Aktivierung. Die befruchtete
Eizelle entwickelt sich durch die Aufeinanderfolge mehrerer Zellteilungen, die als
Furchungsteilungen bezeichnet werden, zur Morula, gelangt in den Uterus und differenziert
sich anschlieend zur Blastozyste. Die Blastozyste besteht aus einem fllssigkeitsgefillten
Hohlraum (Blastozoel) und zwei Zellpopulationen: Der inneren Zellmasse und den als
Trophoectoderm bezeichneten Zellen, die die innere Zellmasse sowie das Blastozoel umgeben
und Vorlaufer der Trophoblastenzellen darstellen. Der Embryo wird spéter von der inneren
Zellmasse, fetale Teile der Plazenta vom Trophoectoderm gebildet ’. Die Zona pellucida
ermdoglicht es dem sich entwickelnden Embryo durch den Eileiter in den Uterus zu gelangen,
ohne sich zuvor am Gewebe anzuheften. Erst nach Entfernung der Zona pellucida ist die
Implantation moglich °. Das Zeitfenster, in dem die Implantation stattfinden kann, ist sehr
klein. Reifegrad der Blastozyste und Rezeptivitat des mitterlichen Uterus mussen dabei
zeitlich zusammentreffen. Die Interaktion zwischen Blastozyste und dem mitterlichen,

° Waihrend die innere Zellmasse der

uterinen Epithel leitet den Implantationsprozess ein
Blastozyste bei der Maus mesometrial orientiert ist, hat sie im Menschen eine
antimesometriale Orientierung. Die Implantation beginnt in der Maus am 4., im Menschen am
8. Gestationstag und wird in drei Stadien unterteilt. Die Anndherung des embryonalen
Trophoectoderms an das uterine, luminale Epithel wird als Apposition bezeichnet. Die
anschlieBende Adhésion kennzeichnet eine sehr enge Verbindung zwischen Blastozyste und
luminalen Epithel. Dringt das Trophoectoderm in das miditterliche Epithel ein, ist das Stadium
der Penetration erreicht #°. Mit der Implantation werden auch die Dezidualisierung und die
Plazentation eingeleitet. Wahrend der Dezidualisierung differenziert sich das Endometrium in
die Dezidua. Stromazellen, die die implantierende Blastozyste umgeben, proliferieren sehr
stark und differenzieren sich in spezialisierte Zelltypen, diese werden Deziduazellen genannt
1 Die der inneren Zellmasse gegeniiberlegenden Trophoektodermzellen der Blastozyste
entwickeln sich zu mehrkernigen Trophoblasten-Riesenzellen. Im Menschen entspricht das
dem Zytotrophoblasten. Polyploidie erreichen die Zellen durch Replikation von
Desoxyribonukleinsédure (DNA) trotz angehaltener Zellteilung. Die mehrkernige Struktur wird
als Synzythiotrophoblast bezeichnet. Trophoektodermzellen im Bereich der inneren Zellmasse
proliferieren und bilden das extraembryonale Ektoderm, aus welchem das Chorionepithel
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Einleitung

entsteht. Dieses wird von einer Schicht aus mesenchymalen Zellen begrenzt. In der Maus
treten am Gestationstag 8,5 das Chorion und Allantois, die den Ursprung der Nabelschnur
bildet, in Kontakt. Einige Stunden spéter entstehen durch die Faltung des Chorion Bereiche,
an denen fetale BlutgeféaBe in Form von Zotten aus der Allantois ins mtterliche Gewebe
einwachsen, sich intensiv versprossen und eine Labyrinthstruktur entwickeln 2. Beim
Menschen dringt der Synzytiotrophoblast durch Auflosung des Ephitels mit Hilfe
proteolytischer Enzyme im mutterlichen Gewebe vor. Es entwickeln sich Primérzotten, die im
Inneren aus dem Zytotrophoblasten und einer dufReren Schicht Synzytiotrophoblast bestehen.
Die Differenzierung in Sekundarzotten ist durch das Eindringen von mesenchymalem
Gewebe gekennzeichnet. Durch das Einwachsen fetaler BlutgefaRe differenzieren sich die
Sekundar- zu Tertidrzotten (Villi), die sich stark verzweigen und in direktem Kontakt mit dem
im intervilliésen Raum zirkulierenden, miitterlichen Blut stehen **. Ebenfalls wird die
Modifikation der uterinen Spiralarterien (SA) eingeleitet. Trophoblastenzellen dringen dabei
in die uterinen, mutterlichen Blutgefale ein, zerstoren endotheliale Zellen und teilweise auch
die Muskelschicht der SAs. Das invasive Potential der Trophoblasten unterscheidet sich
zwischen den verschiedenen Spezies sehr stark. Durch die Erweiterung der Gefalle wird der
Blutfluss zur feto-plazentaren Einheit erhéht *°. Wahrend der Implantation, der
Dezidualisierung und der Plazentation sind Gewebeumwandlung und Angiogenese von
enormer Bedeutung. Die Entwicklung der Organe findet wahrend der Organogenese in der
Maus zwischen Gestationstag 8 und 14 und im Menschen zwischen der 3. - 8.
Schwangerschaftswoche statt. Im Anschluss an die Organogenese beginnt die
Fetalentwicklung, die mit der Geburt endet ‘°. Bei der Geburt verlassen sowohl der Fetus als
auch die Plazenta den muitterlichen Uterus. Die Geburt kennzeichnet zugleich das Ende der

Schwangerschaft und den Beginn neuen Lebens aullerhalb des Uterus.

1.2.2 Die Plazenta

Bei einer uneingeschrankten Funktion ermdglicht die Plazenta einen optimalen Austausch von
Nahrstoffen, Gasen und Abfallprodukten zwischen fetalem und mudtterlichem Blut. Dieser
Stoffaustausch ist essentiell fiir das Uberleben, die Entwicklung und das Wachstum des Fetus.
Auch aufgrund ihrer immunologischen Funktion und der Hormonsynthese ist die Plazenta von
enormer Bedeutung *2. Verschiedene Spezies weisen unterschiedliche Plazentastrukturen auf,
die nach Grosser (1919) unterteilt wurden (siehe Tabelle 1). Die Klassifizierung basiert auf

der &ufReren Form der Plazenta sowie auf der Anzahl der Gewebeschichten, die das
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mitterliche und das fetale vaskuldre System voneinander trennen. Im Laufe der Evolution
wurden die midtterlichen Gewebsschichten zur Einddmmung der Diffusionsbarriere

unterschiedlich weit abgebaut, wahrend die fetalen vollstandig erhalten blieben *'.

Tabelle 1: Verschiedene Plazentatypen. Dargestellt sind die verschiedenen Plazentatypen unter Abgabe des
Vorkommens in der jeweiligen Spezies sowie die mutterlichen Gewebsschichten, die das mitterliche von dem

fetalen Blut trennen.

Plazentatyp Vorkommen/ Spezies Matterliche Gewebsschichten

Uterusepithel

Epitheliochoriale Plazenta z. B. Pferd, Schwein Bindegewebe/ Dezidua
Endothel

Syndesmo-choriale Plazenta z. B. Rind, Schaf, Ziege Bindegewebe/ Dezidua
Endothel

Endotheliochoriale Plazenta z. B. Hund, Katze, Elefant Endothel

Hamochoriale Plazenta z. B. Mensch, Nagetier -

Sowohl Maus als auch Mensch werden dem hamochorialen Plazentationstyp (Placenta
haemochorialis) zugeordnet, der durch einen direkten Kontakt der Trophoblasten mit dem
mitterlichem Blut charakterisiert ist. Des Weiteren gehoren die Plazenten beider Spezies dem
chorio-allantoiden Plazentatyp an. Sowohl Maus als auch Mensch besitzen auBerdem eine
deziduate Plazenta. Diese ist gekennzeichnet durch das enge Verwachsen der fetalen und
maternalen Bestandteile. Bei der Geburt werden nicht nur fetale, sondern auch maternale
Gewebsbestandteile abgestoflen. Maus und Mensch besitzen eine discoidale Plazenta
(Placenta discoidalis). Die Plazenten weisen eine runde Form auf, mit einer flachen, zum
Fetus gerichteten Seite, auf welcher sich die aus Arterien und Venen bestehende Nabelschnur
befindet. Die gegeniiberliegende Seite der Plazenta ist zur uterinen Wand gerichtet 2. Sowohl
die humane, als auch die murine Plazenta lasst sich in drei Schichten einteilen. Die in der
Maus als ,,Labyrinth® und im Menschen als ,,fetaler Teil der Plazenta® bezeichnete Region
enthalt fetale und mitterliche Blutkanéle, in denen das jeweilige Blut zirkuliert (siehe
Abbildung 1). In dieser Region, findet der Stoffaustausch statt. Die zweite, angrenzende
Region, die nur von mutterlichen, jedoch nicht von fetalen Blutkandlen durchzogen ist, wird
in der Maus als ,,junktionale Zone“ bzw. ,,Spongiotrophoblastzone® und im Menschen als
,Basalplatte” bezeichnet. Die miitterlichen Blutkanédle sind von fetalen Trophoblasten
ausgekleidet und transportieren mutterliches Blut in die Labyrinthzone bzw. den fetalen Teil
der Plazenta hinein- und hinaus. Die dritte, sich anschlieBende Region ist das mitterliche,
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uterine Gewebe, bestehend aus decidua basalis (Region des dezidualisierten mutterlichen
Gewebes) und dem Myometrium. Im Menschen wird diese Region auch als ,,Plazentabett™
bezeichnet. Durch die darin platzierten mutterliche Arterien und Venen, die zur junktionalen
Zone bzw. zur Basalplatte reichen, flieit mutterliches Blut in und aus dem intravilldsen
Raum. Die decidua basalis bzw. das Plazentabett wird von Trophoblasten, in Abhéngigkeit
von der Spezies, unterschiedlich weit invadiert. Im Vergleich zur Maus, bei welcher die
eindringenden Trophoblasten bis in die decidua basalis gelangen, invadieren menschliche

Trophoblasten sogar bis in das Myometrium 2.

A
i i fetales Blutgefal
Trophoblasten-Riesenzellen ——r €7 Z— =07 € o I o tetate Endothelzelle
Spongiotrophoblast ——== %
; % N |7 » maternales Blut

Labyrinth: { 1R Y o o 20 3 Ul — Synzytiotrophoblast
Synzytiotrophoblast, ' 4 | ~ Trophoblast
chorionaler Trophoblast

B BlutgefaRe, Stroma

i
extravilloser Zytotrophoblast

maternales Blut

villéser Zytotrophoblast
Zytotrophoblast .
Synzytiotrophoblast

Mesenchym

chorionale Villi: fetale Endothelzelle

Synzytiotrophoblast,
villdser Zytotrophoblast, . R
BlutgefaRe, Stroma £ .

fetales Blutgefal

Abbildung 1: Plazentastrukturen von Maus und Mensch. (A) Dargestellt ist der Aufbau der murinen Plazenta
(i) sowie ein detaillierter Ausschnitt (ii) aus der Labyrinthzone. (B) Gezeigt ist der Aufbau der humanen Plazenta
(i) sowie der Querschnitt einer Plazentazotte (Villi, ii). In den detaillierten Abbildungen (ii) sind die

Zellschichten illustriert, die fetales von maternalem Blut trennen. Modifiziert nach Rossant und Cross, 2001.

1.2.3 Spiralarterien

Der Stoffaustausch zwischen fetalem und maternalem Blut findet im intravillésen Raum statt,
in dem Zotten, welche die eingewanderten fetalen Blutgefalen beinhalten, von maternalem
Blut umspiilt werden. In den intravillésen Raum gelangt das maternale Blut Gber helixartig
gewundene SA, die Uber Basal- und Radialarterien von den Uterusarterien (Aa. uterinae)
hervorgehen (siehe Abbildung 2) ***!. Die spiralfsrmig gewundene Form der SA ist das
Ergebnis eines verhdltnismaRig starkeren Wachstums der Arterien im Vergleich zum
Dickenwachstum des Endometriums wahrend des Zyklus und der Schwangerschaft 2%, Im
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Menschen sind etwa 100-150 SA im Plazentabett lokalisiert *°, in der decidua basalis der
Maus sind es etwa 10-15 SA. Vor der Schwangerschaft besitzen die englumigen SA ein
elastisches GefaBwandgewebe und eine dicke Schicht glatter Muskelzellen %%, Um eine
optimale Versorgung des Fetus sicherzustellen, muss eine strukturelle Umwandlung der
mitterlichen Blutgefale wéhrend der frihen Schwangerschaft stattfinden. Sowohl das
Endothel, als auch die glatten Muskelzellen werden durch invadierende Trophoblasten ersetzt.
Dabei kann der Durchmesser der Arterien auf ein Zehnfaches vergroéRert werden. Durch die
Modulation verlieren SA ihre Elastizitdt und sind nicht mehr dazu in der Lage, zu
kontraktieren bzw. auf Vasokonstriktoren zu reagieren **?°. Die Trophoblasteninvasion sowie
die damit verbundenen physiologischen Verdnderungen der SA sind im Zentrum des
Plazentabettes, Ausgangsort der Implantation, am auffalligsten und verlieren an Intensitét je
weiter man in die Peripherie der Plazenta gelangt *°. Eine effiziente Modifikation der SA
bewirkt die Zunahme des uteroplazentaren Blutstromes um ein Zehnfaches 2°. Des Weiteren
werden Druck und Geschwindigkeit mit der das maternale Blut in den intravillésen Raum
stromt, stark herabgesetzt. Dies verhindert zum einen die Beschadigung der empfindlichen
Zotten, zum anderen wird der Rickfluss des Blutes aus dem intravillésen Raum (ber die
miitterlichen Venen durch den herabgesetzten Strémungswiderstand erleichtert 2. Die
Umwandlungen der SA, sind bis zur Mitte der Schwangerschaft abgeschlossen. Dies
entspricht im Menschen dem Zeitraum der 22. Schwangerschaftswoche, in der Maus
Gestationstag 10. Eine effiziente Umwandlung der SA ist die VVoraussetzung einer optimalen
Versorgung des Feten. Bei einer gestorten oder fehlenden SA Umwandlung verbleiben
unterschiedliche groBe Mengen an glatten Muskelzellen in den GefaBwénden, wodurch die
Gefalerweiterung  stark inhibiert ist. Die Folgen konnen  schwerwiegende
Schwangerschaftspathologien wie Fehlgeburt, Frihgeburt, Praeklampsie oder intrauterine

Wachstumsretardierung (IUGR) sein 2.

Trotz zahlreicher Studien sind die genauen
Mechanismen, die den Umwandlungsprozess der SA regulieren, noch nicht ausreichend

geklart und erfordern weitere Forschung.
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Abbildung 2: Ursprung und Lokalisation der Spiralarterien. Modifiziert nach Pijnenborg et al., 2006.

1.3 Schwangerschaftspathologien

Neben anatomischen, genetischen und hormonellen Ursachen konnen insbesondere
immunologische Dysbalancen fir eine Vielzahl reproduktiver Stérungen verantwortlich sein.
Dazu zéhlen weibliche In- oder Subfertilitat, Fehlgeburt, Frihgeburt, Totgeburt, Praeklampsie
und IUGR. Praeklampsie ist eine Schwangerschaftserkrankung, die durch das Eintreten von
Bluthochdruck und Proteinurie in der zweiten Schwangerschaftshalfte (ab der 20. Woche)
charakterisiert ist *’. Praeklampsie ist die haufigste Ursache fiir mutterliche Sterblichkeit und
tragt maRgeblich zur perinatalen Sterblichkeits- und Erkrankungsrate bei 2. Sowohl Mutter
als auch der Nachwuchs besitzen ein erhohtes Risiko einer Herz-Kreislauf-Erkrankung im
spateren Leben %. Die genauen Ursachen der Entstehung sind noch nicht eindeutig geklart.
Jedoch ist sichergestellt, dass vor einer Praeklampsie eine inaddquate Umwandlung von SA
am Anfang der Schwangerschaft stattfindet. Ursache kann eine unzureichende Einwanderung

von Trophoblasten in die SA sein 2%

, was wiederum aus einer veranderten Freisetzung
immunregulatorischer Zytokine und angiogenetischer Faktoren resultiert. Die Folge ist eine
systemische, inflammatorische Immunantwort des miitterlichen Immunsystems *'.

Wird das angeborene Wachstumspotential eines Fetus aufgrund einer pathologischen
Wachstumseinschrankung nicht erreicht, spricht man von IUGR. Es gibt unterschiedliche
Definitionen fir den Grenzwert einer IUGR. Der am meisten genutzte Grenzwert ist die 10.
Perzentile **, Feten deren Gewichte unter der 10. Perzentile liegen, wiegen somit weniger
als 90 % aller Feten desselben Alters. Sehr schwerwiegend sind die Auswirkungen einer
IUGR bei Nachkommen, deren Gewicht sich unterhalb der 5. Perzentile befindet *. Fetale

3

IUGR kann als Folge einer Praeklampsie bzw. Bluthochdruck auftreten *’, jedoch auch

unabhéngig davon entstehen. Eine verminderte Invasion von Trophoblasten und eine
7
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eingeschrankte Umwandlung der uteroplazentaren Arterien sind die pathologischen
Hauptfaktoren, die zur Entwicklung der IUGR fiihren kénnen **%. Des Weiteren kann von
einem Einfluss des Enzymes Hamoxygenase-1 ausgegangen werden, welches seine Wirkung
grofitenteils Uber das Stoffwechselprodukt Kohlenstoffmonoxid ausubt. Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass ein Defekt des Hamoxygenase-1 Gens zu Bluthochdruck
wahrend der Schwangerschaft und fetaler IUGR fiihrt. Die Verabreichung geringer Mengen
Kohlenstoffmonoxid unterstitzte die Proliferation von Natlrliche Killerzellen (NKSs), férderte
die SA Umwandlung, verhinderte den Bluthochdruck und sorgte fur ein optimales fetales
Wachstum . Auch im Menschen konnte gezeigt werden, dass die Hdmoxygenase in die SA
Umwandlung und die Plazentafunktion involviert ist *“°. Von IUGR betroffene Babies
besitzen ein fiinf- bis zehnfach erhdhtes Risiko noch im Mutterleib zu sterben **. Durch eine
Vielzahl von Studien konnte auflerdem gezeigt werden, dass auch ein geringes
Geburtsgewicht bzw. eine reduzierte GrolRe bei der Geburt bis in das Erwachsenenalter
reichende Folgen haben kann. Dies umfasst unter anderem Bluthochdruck, koronaren
Herzerkrankungen, Herzinfarkt, Type 2 Diabetes, Ubergewicht, Entwicklung des
metabolischen Syndromes und Osteoporose “>*%. Die erhhte Mortalitats- und Morbiditatsrate
von Mutter und Kind als Folge verschiedener Schwangerschaftspathologien ist neben hohen
physischen oder psychischen Belastungen der Betroffenen auch mit erheblichen Kosten fur
das Gesundheitssystem verbunden.

1.4 Immunzellen und ihre Bedeutung in der Schwangerschaft

Das Immunsystem setzt sich aus zellularen und l6slichen Komponenten zusammen und kann
in die angeborene, natirliche und die erworbene, adaptive Immunantwort unterteilt werden.
Die Aufgabe des Immunsystems ist es, den Korper vor schédlichen Einfliissen wie Bakterien,
Parasiten, Pilzen, Viren, Substanzen aus der Umwelt sowie entarteten korpereigenen und
korperfremden Zellen zu schiitzen. Wahrend der Schwangerschaft wird das Immunsystem vor
eine besondere Herausforderung gestellt. Es muss nicht nur Mutter und Fetus effektiv vor
Infektionen schiitzen, sondern auch den semiallogenen bzw. halbfremden Fetus tolerieren. Fir
die Induktion und Aufrechterhaltung der Toleranz des Fetus sind verschiedene miitterliche
und fetale Immunmechanismen verantwortlich **. Fiir eine Aktivierung von CD8" oder CD4*
T Lymphozyten durch Antigen-prasentierende Zellen werden Proteine prozessiert und in
Form von Peptiden auf MHC-Klasse I- bzw. MHC-KIlasse IlI-Molekilen présentiert. Im

fetalen Gewebe sind die klassischen humanen Leukozytenantigene (HLA) nicht vorhanden
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oder werden lediglich in sehr geringen Mengen exprimiert. Hingegen gibt es eine hohe
Expression von nicht-klassischem HLA-E, HLA-G und HLA-C, die als Liganden fur die
inhibierenden Rezeptoren von Naturlichen Killerzellen (NKs) fungieren, diese inhibieren und
den Fetus somit vor der AbstoBung schiitzen *>*®. Als weiteren fetalen Schutzmechanismus
exprimieren Trophoblasten den Fas-Liganden (CD95-L). Dieser bindet an den Fas-Rezeptor,
welcher auf mutterlichen Lymphozyten gebildet wird und aktiviert die Apoptose der
miitterlichen ~ Zellen*’.  Fetales = Gewebe  setzt  daneben  das  Enzym
Indoleamin-2, 3-Dioxygenase frei, das die Aktivitat von mditterlichen T Zellen durch die
Katalysation von Tryptophan inhibiert “®. Die miitterlichen Toleranzmechanismen beinhalten
neben einem angepassten hormonellen Milieu, eine zeitlich angepasste Balance zwischen Thl
Zytokinen (z. B. IL-2, Interferon (IFN)-y) und Th2 Zytokinen (z.B. IL-4, 5, 6, 9, 10,
transformierender Wachstumsfaktor B) *° sowie verschiedene immunregulatorische Molekiile.
Des Weiteren ist das Zusammenspiel von Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems, wie Dendritischen Zellen, B Zellen, Makrophagen, T Zellen, regulatorischen
T Zellen, NKs und Mastzellen (MCs) von groRer Bedeutung *°. Im Folgenden werden NKs

und MCs und ihre bisher bekannte Bedeutung in der Schwangerschaft ndher beschrieben.

1.4.1 Natirliche Killerzellen

1.4.1.1 Eigenschaften und Funktionen

NKs gehdren zum angeborenen Immunsystem. Die groen, granuldren Zellen entwickeln sich
aus hamatopoetischen Stamm- und Vorldufern im Knochenmark und représentieren einen
Anteil von 5-10 % an der Gesamtheit der Lymphozyten >*. NKs zirkulieren im Blut und sind
in lymphoidem Gewebe, jedoch auch in der Lunge, der Leber, der Haut und im
Reproduktionstrakt von Mensch und Maus zu finden °% Sie besitzen die Fahigkeit zur
Rezirkulation und konnen durch inflammatorische Prozesse in verschiedene Gewebe
rekrutiert werden >, NKs gelten als eine der ersten Verteidigungslinien des Korpers. Sie sind
hauptsachlich fir die antigenunspezifische Abwehr von virus- und tumorbefallenen Zellen
verantwortlich >*. Thre Funktion ilben NKs durch Zytotoxizitat sowie iiber die Freisetzung
verschiedener Zytokine, wie IFN-y, Tumornekrosefaktor (TNF)-a und den Granulozyten-
Monozyten Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF), aus **. Lytische Aktivitat erlangen
NKs Uber die in ihren Granula enthaltenen Proteine. Nach dem Entlassen fiihrt das
porenformende Perforin zum Zersetzen der Zielzellenmembran und ermdglicht es den

Granenzymen in die Zelle einzudringen. Diese flihren Uber apoptotische und anti-apoptotische
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Wege zum Zelltod der Zielzelle *. Aktivierende und inhibierende Rezeptoren sind daran
beteiligt, Zielzellen von korpereigenen, normalen Zellen zu unterscheiden und die Funktion
von NKs durch entsprechende Signale, in Form von Aktivierung oder Inhibierung, zu
regulieren. Aktivierende Rezeptoren umfassen neben dem Rezeptorhomodimer NKG2D,

Natiirliche-Zytotoxizitats-Rezeptoren *°

. Inhibierende Rezeptoren werden in drei Gruppen
unterteilt: 1.) Die Ly49 Rezeptoren, welche der Lektinfamilie (C-Typ Lektine) zugeordnet
und von Maéausen exprimiert werden. 2.) Differenzierungscluster (CD) 94/NKG2
Rezeptorheterodimere, die ebenfalls der C-Typ Lektinfamilie angehéren. 3.) Killer-
Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren, die in Menschen und Primaten anstelle der Ly49
Rezeptoren gebildet werden *. Mit Hilfe der Rezeptoren sind NKs in der Lage, MHC
Klasse 1 Molekile zu erkennen. Virus-und tumorbefallene Zellen regulieren ihre MHC
Klasse |1 Molekiile herunter, um sich vor dem Angriff von reaktiven T Zellen zu schiitzen.
NKs erkennen die Abwesenheit bzw. eine veranderte Expression von MHC Kilasse |
Molekilen und eliminieren die Zielzellen. Bezeichnet wird dieses Phdnomen als ,,missing-
self* Hypothese. Ergénzt wird die Hypothese durch die ,,induced-self Theorie. Dabei
erkennen aktivierende Rezeptoren von NKs zellulére Stressliganden, die durch den Befall mit
Viren oder maligne Veranderungen entstehen *°°8. Im fetalen Gewebe sind die klassischen
HLAs nicht vorhanden oder werden lediglich in sehr geringen Mengen exprimiert. Hingegen
gibt es eine hohe Expression von nicht-klassischem HLA-E, HLA-G und HLA-C, die als
Liganden fir die inhibierenden Rezeptoren von NKs fungieren, diese hemmen und den Fetus
somit vor der AbstoBung schiitzen ***®. In zahlreichen Studien konnte des Weiteren belegt
werden, dass eine spezielle Subpopulation von NKs, die sich wahrend der Schwangerschaft
im Reproduktionstrakt befindet, Prozesse wie die Dezidualisierung und die Plazentation

reguliert.

1.4.1.2 Subpopulationen

Wahrend fir murine NKs die Expression der Oberflachenmolekile NK1.1 und DX5
charakteristisch ist *°, werden humane NKs basierend auf der Expression von CD56 und
CD16 in zwei Gruppen unterteilt. Etwa 90 % gehdren der zytotoxischen CD56“"CD16*
Subpopulation an. Diese sind durch die Expression von CD16 (FcyRIIl) zur Antikorper-
abhédngigen zelluldren Zytotoxizitat in der Lage. Zytokine wie IFN-y werden nur in geringer
Menge gebildet. Etwa 10 % gehoren zur Gruppe der CD56"""CD16™ NKs. Diese sekretieren
grole Mengen an IFN-y, TNF-o und GM-CSF, besitzen jedoch im Vergleich zu
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CD56%™CD16" NKs nur eine geringe Zytotoxizitat und sind vorrangig in der Nahe von
Entzlindungsherden zu finden. Wéahrend der Schwangerschaft ist eine hohe Anzahl an NKs im
Uterus zu finden, die aufgrund ihrer Lokalisation als uterine NKs (UNKSs) bezeichnet werden.

1.4.1.2.1 Uterine Naturliche Killerzellen

UNKs sind eine Subpopulation von NKs, die sich durch eine unterschiedliche Lokalisation
und Funktion von NKs der Peripherie unterscheiden. Wahrend der Schwangerschaft steigt die
Anzahl an uNKs im Uterus stark an ®®®'. Mit etwa 70 % sind uNKs die quantitativ am
starksten vertretene Lymphozytenpopulation an der feto-maternalen Grenzflache von Maus
und Mensch 629282 |m Menschen gehéren uNKs dem nichtzytotoxischen CD56”""CD16"

Phanotyp an ©

und sind bereits wéhrend Ende der Sekretionsphase eines jeden
Menstrualzyklus im Uterus zu finden. In Mausen erscheinen uNKs erst nach der Implantation.
Die zu Beginn der Schwangerschaft kleinen, agranularen Zellen, wachsen zu etwa 50 pm
groRen Zellen heran, proliferieren und differenzieren sich ?°. In Ratten und Mausen sammeln
sich uNKs in jeder Implantation an der mesometrialen Seite des Uterus an. Sie sind in grof3er
Zahl in der decidua basalis und im MLAp (mesenterial lymphoid aggregate of pregnancy) zu
finden. Dabei handelt es sich um eine besondere Struktur an der Kontaktstelle zwischen
Uterus und Dezidua, die sich ausschlieRlich wahrend der Schwangerschaft ausbildet %%,
Die Anzahl an uNKs sinkt ab Mitte der Schwangerschaft rapide ab 2*. Aufgrund ihrer
glykoproteinreichen, zytoplasmatischen Granula kdnnen uNKs histochemisch mittels PAS
(,.Periodic Acid Schiff's*)-Farbung identifiziert werden ®°. PAS* uNKs lassen sich wiederum
in zwei Untergruppen unterteilen. Die Unterteilung unterliegt der Reaktivitdt gegenuber
Dolichos biflorus agglutinin (DBA) Lektin. Das Lektin bindet spezifisch an N-Acetyl-a-D-
Galactosamine, die sich in den zytoplasmatischen Granula sowie auf der Zellmembran von
UNKSs befinden. Da kein anderes Gewebe als der Uterus trachtiger M&use, sowie keine
Lymphozytenpopulation in nichttrdchtigen Mausen eine vergleichbare Reaktivitdt zu DBA
Lektin zeigt, ist es moglich, murine uNKs von allen anderen Lymphozyten zu unterscheiden
°” Die zwei Untergruppen von uNKs kommen zu Beginn der Dezidualisierung in gleicher
Menge vor. Mitte der Schwangerschaft sind DBA" uNKs jedoch in neunfach erhohter Menge

gegeniiber DBA™ uNKs vorzufinden ©.

UNKSs induzieren Toleranz gegenuber dem
semiallogenen Fetus und unterstiitzen die wéhrend der friihen Schwangerschaft notwendigen
physiologischen Umwandlungen an der feto-maternalen Grenzflaiche. Humane uNKs

regulieren daneben die Trophoblasteninvasion und induzieren das GefalRwachstum in der
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Dezidua. Diese Funktionen werden durch die Interaktion von inhibierenden und aktivierenden
Rezeptoren und den an der feto-maternalen Grenzflache speziell exprimierten Liganden
reguliert ®°. Ihre angiogenetische Funktion tiben uNKs beispielsweise iiber die Sekretion von
VEGF und PGF aus "' Die Abwesenheit von uNKs fiihrt zu einer unzureichender SA
Umwandlung, hat jedoch keine schwerwiegenden Folgen fiir die Schwangerschaft . Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass IFN-y an uterinen vaskularen Modifikationen und der
Dezidualisierung beteiligt zu sein scheint ™. Obwohl die Bedeutsamkeit von uNKs in Bezug
auf reproduktive Prozesse in vielen Studien belegt werden konnte, sind die verantwortlichen

Mechanismen und involvierten Mediatoren bisher noch nicht eindeutig geklart.

1.4.1.3 Modelle zur Untersuchung der Funktion Nattrlicher Killerzellen

1.4.1.3.1 IL-15-defizientes Mausmodell

IL-15 ist ein zentraler Regulator fiir die Entwicklung, die Aktivierung, die Proliferation und
das Uberleben von NKs . Mause, die einen Defekt in den IL-15 Rezeptoren bzw. im 1L-15
Gen aufweisen, werden daher als Modell zur Untersuchung der Funktion von NKs in vivo
verwendet. IL-15-defiziente Mause (IL-15"") konnten durch gezielte genetische Veranderung
generiert werden "°. Hierfur wurde das IL-15 Gen auf einem genspezifischen Vektor durch
Einbringen eines 7,5 kb groflen Fragmentes, welches die Exons 3-5 des IL-15 Gens sowie
eine Neomycinkassette enthalt, zerstort. AnschlieBend kam es zum Einbringen des Vektors in
embryonale Stammzellen von C57BL/6 Méusen. Positive Klone wurden anschliefend in
BALB/c Blastozysten injiziert, um chimédre Mé&use zu erhalten, die entstandenen Méannchen
mit C57BL/6 Weibchen verpaart. Der Nachwuchs, welcher heterozygot fur das IL-15 Allel
war (IL-15""), wurde untereinander gekreuzt. Die resultierenden 1L-15" Méuse weisen neben
der Abwesenheit von NKs eine reduzierte Anzahl an NKTs, CD8" T Zellen, und
verschiedenen Populationen von Darmschleimhautzellen auf. Ansonsten zeigen sie keine
phanotypischen  Abnormalitdten. In  Hinsicht auf Korper- und Organgewicht,
Gewebemorphologie und Antikorper-Serumlevel gibt es keine Unterschiede zur
Kontrollgruppe. Auch zeigen sich keine Hinweise auf Autoimmunerkrankungen und die Tiere
besitzen eine normale Lebensspanne "°. IL15-defiziente Mause sind fertil, haben eine normale
Gestationsdauer und eine vergleichbare Anzahl an Nachkommen im Vergleich zu Wildtypen
(WT) " besitzen jedoch keine uNKs und eine mangelhafte deziduale Arterienumwandlung

verglichen mit normalen Mausen ”’.
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1.4.1.3.2 Anti-CD122 und anti-asialo GM1- Antikdrper zur Depletion von Naturlichen
Killerzellen

Neben der Verwendung von NK-defizienten Mausstammen zur Untersuchung der NK
Funktion in vivo, werden verschiedene Antikorper zur gezielten NK Depletion eingesetzt. Der
Vorteil, beispielsweise gegenlber dem IL-15-defizienten Mausmodell, ist die zeitlich
regulierbare Depletion von NKSs. Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der Kombinierbarkeit
mit bereits etablierten, genetisch veranderten Mauslinien. Méchte man beispielsweise die
Auswirkung des Fehlens von NKs kombiniert mit einem anderen Defekt untersuchen, erreicht
man dies ohne zeit- und kostspielige erneute genetische Manipulation oder Verpaarung,
sondern durch die unkomplizierte Injektion eines NK-depletierenden Antikorpers.

Der heterotrimere IL-2 Rezeptor (IL-2R) besteht aus einer o, einer f (CD122) und einer
v (CD132) Kette. Das Zytokin kann an mit geringer Affinitdt an die o oder mit mittlerer
Affinitat an den heterodimeren Komplex aus  und y Kette binden. Die 3 und y Kette sind fir
die Signalweiterleitung verantwortlich ". Das fiir das Uberleben von NKs wichtige Zytokin
IL-15 kann einerseits an den IL-15 Rezeptor a (IL-15Ro) oder andererseits an den auf NKs

exprimierten heterodimeren B/y Komplex des IL-2R binden 7%

, um seine Wirkung zu
entfalten. Die einmalige intraperitoneale (i.p.) Injektion des monoklonalen Antikorper anti-
CD122 (TM-B1), der gegen IL-2R[3 gerichtet ist, resultiert in verschiedenen Mausstdmmen in
einem etwa 5 Wochen anhaltenden NK Verlust 3. Der Antikérper wird daher verwendet, um
die physiologische Rolle von NKSs in vivo zu untersuchen.

Neben IL-2RR, wird auch der Oberflachenmarker Asialo ganglio-N-tetraosylceramide in

hohen Mengen auf NKs von Maus und Mensch- exprimiert %%

Die Behandlung
verschiedener Mausstamme mit einem gegen dieses Glykolipid gerichteten polyklonalen
Antikérper (anti-asialo GM1), fithrt somit zu einem Verlust der NK Aktivitat in vivo 8#, Die
NK Aktivitat ist am 3. Tag nach einmaliger Injektion extrem reduziert und beginnt am 7. Tag
wieder zu steigen. Eine wiederholte Injektion aller drei Tage hélt die NK Aktivitat dauerhaft

auf einem sehr niedrigem Niveau .

1.4.2 Mastzellen

1.4.2.1 Eigenschaften und Funktionen
MCs wurden von dem deutschen Wissenschaftler Paul Ehrlich im Rahmen seiner
medizinischen Doktorarbeit entdeckt und werden dem angeborenen Immunsystem

zugeordnet. Sie entwickeln sich aus hématopoetischen, pluripotenten Stammzellen des
13
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Knochenmarks und gelangen als unreife Vorlaufer tber den Blutfluss ins periphere Gewebe
88 MCs sind insbesondere in der Nahe von BlutgefaRen und Nerven lokalisiert, und
befinden sich groftenteils in Regionen des Kdrpers, die an die dulRere Umgebung grenzen,
wie Haut, Lunge, Magen-Darmtrakt und Reproduktionstrakt 8. Im peripheren Gewebe
angekommen, findet die Reifung der Zellen unter dem Einfluss der vom umliegenden Gewebe
exprimierten Zytokine statt. Unter inflammatorischen Bedingungen ist die Migration von MC-
Vorlaufern ins periphere Gewebe erhoht 2. Reife MCs hingegen bewegen sich kaum. Die
Proliferation, Migration als auch die Aktivierung von MCs, wird durch eine Vielzahl von
Rezeptoren reguliert. Die wichtigsten sind der membranstandige Tyrosinkinase-Rezeptor KIT
(c-Kit/ CD117) und der ebenfalls membranstandige, hochaffine Immunglobulin (lg) E
Rezeptor Fc (kristallisierbares Fragment der Antikérper) Epsilon Rezeptor | (FceRI) *°. Die
Bindung des Stammzellfaktors (SCF) an c-Kit fuhrt zur Dimerisierung des Rezeptors,
wodurch die Proteinkinase und anschlieBend eine Reihe von Signalwegen aktiviert werden %.
Die Liganden-Rezeptor-Bindung ist die VVoraussetzung flr die Entwicklung, Maturierung und
Proliferation von MCs in Maus und Mensch 2!, Eine Defizienz von SCF oder c-Kit kann mit
Storungen der Blutzellproduktion, zu geringer Pigmentierung oder Unfruchtbarkeit assoziiert
sein. Eine vermehrte Expression oder verstdarkte Aktivitat des Rezeptors in Folge von
Mutationen, kénnen Tumorerkrankungen und die Entwicklung von Mastozytose zur Folge
haben . Der FceRI Rezeptor bindet die Fc-Rezeptorbindungsstelle im konstanten Teil der
schweren Kette von IgE Antikérpern. Die Bindung von monomerem IgE an den
FceRI Rezeptor induziert in Abwesenheit von Antigenen das Uberleben und das Wachstum
von MCs %% Daneben spielt der FceRI Rezeptor eine zentrale Rolle beim Schutz des
Organismus vor parasitaren Infektionen ®°". Die IgE-abhangige Aktivierung von MCs kann
allerdings auch pathologische Auswirkungen haben und zu MC-assoziierten Erkrankungen
fuhren. So spielen MCs eine zentrale Rolle als Effektorzellen bei allergischen Reaktionen,
einschlieRlich Anaphylaxie und Asthma %%, Zudem ist die a-Kette des FceRI Rezeptors
die Zielsequenz von Autoantikdrpern bei der chronischen Urtikaria '%.

MCs sind in der Lage, Antigene zu prozessieren, zu prasentieren und somit T Zellen zu
aktivieren und deren Antigen-spezifische klonale Vermehrung zu induzieren. Sie kodnnen
ebenfalls die Migration, Reifung und die Funktion von verschiedensten Immunzellen, wie
Dendritischen Zellen (DCs), NKs, NKT Zellen, Granulozyten, Monozyten, Makrophagen,

Tregs und B Zellen beeinflussen 59101104

und somit in die gesamte Immunantwort eines
Organismus eingreifen. Zu den komplexen Funktionen von MCs z&hlt auch die Unterstiitzung

der Angiogenese. So kommt es zu einer Anhaufung von MCs in Geweben bzw. bei Prozessen,
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in denen Angiogenese erforderlich ist, wie bei der Wundheilung, der Gewebereparatur, beim
Tumorwachstum und der Ovulation *®. MCs sind dazu in der Lage, die GefaRerweiterung und
-permeabilitdt sowie Kontraktionen von Gebéarmutter und glatten Muskelzellen zu
beeinflussen '®.  Des  Weiteren sind MCs  wichtige ~Mediatoren bei  der
CD4"CD25"Foxp3*Treg-vermittelten Toleranz gegeniiber Transplantaten %, Verantwortlich
fir die Multifunktionalitit von MCs sind eine Vielzahl an Mediatoren, die
proinflammatorische, antiinflammatorische, als auch immunregulatorische Effekte haben

konnen und in Abhangigkeit der Starke und Art der Aktivierung von MCs sezerniert werden
88,89

1.4.2.2 Subpopulationen

Obwohl MCs viele gemeinsame Eigenschaften aufweisen, stellen sie keine homologe
Population dar. Sie unterscheiden sich in ihrer Funktion, ihrer Lokalisierung, ihren
histochemischen Eigenschaften und Mediatoren 2. MCs von Nagetieren werden in langlebige
Bindegewebs-Mastzellen (CTMC) und kurzlebige mukosale Mastzellen (MMC) unterteilt.
Waihrend sich CTMC vorwiegend in der Haut, dem Bindegewebe und im Peritoneum
befinden, sind MMCs in Schleimh&uten lokalisiert. Die Granula von CTMCs enthalten das
Proteoglykan Heparin sowie grofle Mengen an Histamin und der Carboxypeptidase A3
(Cpa3). Nach entsprechender Fixierung und Farbung mit Safranin farben sich die Granula rot.
Mit einer GrofRe von 10-20 pum sind CTMCs groRer als MMCs, die eine Groflie vom 5-10 um
aufweisen. In den Granula von MMCs befinden sich im Vergleich zu CTMCs lediglich
geringe Mengen an Histamin und Cpa3, dafur wird vorrangig das Proteoglykan
Chondroitinsulfat exprimiert. Aufgrund dieser histochemischen Eigenschaften lassen sich
MMCs mit Alcianblau blau anfarben ##8% Neben der Farbung mit Alcianblau und Safranin
konnen die Granula von MCs mit dem Farbstoff Toluidinblau metachromatisch lila gefarbt
werden *°. Nicht alle MCs in Maus und Ratte kénnen eindeutig der Kategorie CTMC oder
MMC zugeordnet werden, da einige von ihnen Eigenschaften beider Gruppen aufweisen &,
Auch eine Umwandlung einer der Subpopulation in die jeweils andere ist in Abhéangigkeit des
umgebenden Milieus moglich 171%°,

In humanen MCs definiert das Vorhandensein der Serinproteasen Tryptase und Chymase
deren Einteilung in verschiedene Subpopulationen. MCs, die lediglich Tryptase exprimieren,
werden als ,,MCt* bezeichnet und kommen vorrangig auf Schleimhautoberflachen, nahe
BlutgefaRen, Nerven, Drisen und Epitheloberflachen vor. MC+s sind an der Pathogenabwehr
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des Korpers beteiligt. MCs, deren Granula sowohl Tryptase, als auch Chymase enthalten,
werden als ,,MCrc* bezeichnet und sind vor allem im Bindegewebe lokalisiert. MCrcs tragen

vor allem zur Gewebeumwandlung und zur Angiogenese bei %1,

1.4.2.2.1 Uterine Mastzellen

Uterine MCs (UMCs) befinden sich in hoher Anzahl im Myometrium, im Endometrium, in der
Cervix und in den Ovarien des weiblichen Reproduktionstraktes von Maus und Mensch, oft in
der Nahe von Blutgefaen **° Weiterhin sind sie sowohl im Menschen, als auch in der

106,117.118 |0 der Maus ist die

Maus, nahe myometrischer glatter Muskelzellen zu finden
Anzahl an uMCs wihrend des Ostrus, der fruchtbaren Phase des murinen Ostruszyklus,
signifikant erhoht und steigt im Falle einer Schwangerschaft weiter an. uMCs stellen eine
heterogene Population bestehend aus CTMC, MMCs und Zellen, die Eigenschaften beider
Gruppen aufweisen, dar **°. So sind uMCs sowohl mit Alcianblau, mit Safranin und mit
Toluidinblau anfarbbar und reprasentieren einen einzigartigen Phanotyp *'°**°. Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren werden auf der Oberflache von uMCs exprimiert *%°. Sie sind somit in
der Lage, auf endokrine Signale zu reagieren. Ostrogen und Progesteron steuern die Migration
von MCs aus der Peripherie in den Uterus, sowie deren Reifung und Degranulierung *2.
Einige der von uMCs freigesetzten Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen sind
essentiell fir den Prozess der Inflammation ?**%, der insbesondere wéhrend der Implantation
und der Plazentation eine Rolle spielt ***. Daneben sind uMCs in die Angiogenese und die SA

115,116,125 118,126,127 sowie die

Umwandlung involviert und regulieren die Uteruskontraktilitét
Zervixreifung % die zum Ende der Schwangerschaft wichtig sind. Auch hier gibt es noch
einen enormen  Forschungsbedarf hinsichtlich  verantwortlicher ~Mediatoren und

Mechanismen, die fiir die MC Funktionen verantwortlich sind.

1.4.2.3 Mastzellchymasen

Die nach Aktivierung von MCs freigesetzten Mediatoren kénnen, in Abhéngigkeit von ihrer
Herkunft und ihrer biologischen Aktivitdt, in zwei Gruppen unterteilt werden. Histamin,
Serotonin, Heparin, andere Proteoglykane und Proteasen gehodren zu der Gruppe der
,vorgefertigten Mediatoren®, welche in den zytoplasmatischen Granula der Zellen gespeichert
vorliegen und innerhalb weniger Sekunden durch Exozytose ins extrazelluldare Medium

130

abgegeben werden konnen ~*. Mediatoren der zweiten Gruppe werden ,,neu synthetisiert™

und umfassen unter anderem Arachidonséduremetaboliten, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
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Chemokine. Einige Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise TNF und VEGF
kdnnen sowohl als vorgefertigte Mediatoren freigesetzt, als auch neu synthetisiert werden 8,
Die der ersten Gruppe zugehotrigen, granuldren und an das Proteoglykan Serglycin
gebundenen Proteasen umfassen etwa 50 % des gesamten Proteingehaltes von MCs.
Proteasen der murinen MCs werden unterteilt in die Metalloexopeptidase Cpa3, verschiedene
Tryptasen (Mastzellprotease (Mcpt) 6, 7, 11) und Chymasen (Mcptl, 2, 4, 5, 9). Wéhrend die
Chymasen Mcptl und 2 vorrangig MMCs gebildet werden, exprimieren CTMCs primér Cpa3
sowie die Chymasen Mcpt4, und Mcpt5, sowie die Tryptase Mcpt6 1132,

Chymasen sind Serinproteasen, mit chymotrypsin-ahnlicher Substratspezifitit, die Proteine
und Peptide nach aromatischen Aminosauren, insbesondere Tyrosin und Phenylalanin, spalten
133 Aufgrund ihrer biochemischen Struktur kénnen sie in a-Chymasen und in f-Chymasen
unterteilt werden. M&use exprimieren die a-Chymase Mcpt5 sowie die B-Chymasen Mcptl,
2, und 4. Humane MCs exprimieren lediglich eine als Cmal bezeichnete o-Chymase .
Hinsichtlich funktioneller Gesichtspunkte und der Verteilung im Gewebe ist Mcpt4 der Maus
der humanen Chymase am &hnlichsten ***. Phylogenetisch hat jedoch Mcpt5 der Maus am
meisten Ahnlichkeit mit der humanen Chymase . So sind 72 % der Aminosauresequenz
beider Chymasen identisch. Durch eine Mutation in der katalytischen Doméne, die zu einem
Austausch von Glycin durch Valin (V216G) flhrt, besitzt die a-Chymase Mcpt5 von Ratten
und Mausen im Gegensatz zu anderen Chymasen keine chymotryptische, sondern eine
elastolytische Aktivitat **®. Chymasen besitzen vielseitige Funktionen. Zum einen induzieren
sie die Akkumulation von Neutrophilen, Eosinophilen und anderen inflammatorischen Zellen
in vivo *", zum anderen sind sie dazu in der Lage den Blutdruck zu regulieren **®. Es konnte
gezeigt werden, dass Chymasen die Vorstufen der Matrix-Metalloprotease (MMP) 9 und
MMP2 in ihre aktive Form umwandeln 3% MMPs sind wiederum in eine Menge
physiologische und pathologische Prozesse involviert wie beispielsweise Zellwachstum- und
Differenzierung, Angiogenese, Vaskularisierung, Gewebeumbau sowie Metastasierung ¥4,
Des Weiteren kénnen Chymasen die extrazellulare Matrix degradieren *42!*3 das Wachstum
glatter Muskelzellen inhibieren *** oder auch Apoptose in glatten Muskelzellen induzieren
143,145,146

. lhre Fahigkeit zur Forderung des Gewebeumbaus spricht fur eine Rolle von

Chymasen wahrend der Schwangerschaft, diese wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.
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1.4.2.4 Untersuchung der Funktion von Mastzellen in vivo

1.4.2.4.1 Kit-abhangige Mausmodelle

Die Entwicklung und Reifung von MCs ist von der Aktivierung des c-Kit Rezeptors durch
SCF abhangig ®®. Die c-Kit Mutantenstimme, die sich durch eine eingeschrankte c-Kit
Thyrosinkinase-abhangige Signalweiterleitung in Folge einer Mutation und den damit
verbundenen Verlust von MCs auszeichnen, dienen der Untersuchung der Funktionen von
MCs in vivo. Die Punktmutation im WBB6F;-Kit"/Kit" Mausmodell **’ fiihrt neben einer
starken Reduktion von MCs, zu makrozytischer Andmie, Abwesenheit von Interstitialzellen
und Sterilitat. C57BL/6-Kit"V"/Kit"" (W-sh) Mause sind durch eine Inversionsmutation
gekennzeichnet. Ab einem Alter von 10 Wochen sind die Tiere MC-defizient und dabei weder
anamisch, noch steril *8 Mit Hilfe dieser Modelle gelang es in den letzten Jahrzehnten,
unzéhlige Einblicke in die weichenden Funktionen von MCs zu erhalten. Dies war
insbesondere durch die Rekonstitution der Mutationsstdmme mit Knochenmark-abgeleiteten
MCs (BMMCs) moglich **°. Da Unterschiede in der Immunantwort zwischen WT und c-Kit
Mutationslinien jedoch nicht immer Auswirkungen der MC-Defizienz sind, sondern auch

Folgen der c-Kit Mutation selbst sein kénnen '*

, wurden in den letzten Jahren neue
Mausmodelle entwickelt, die eine c-Kit-unabhdngige in vivo Untersuchung von MC Funktion

erlauben.

1.4.2.4.2 Kit-unabhangige Mausmodelle

Viele der Kit-unabh&ngigen Mausmodelle basieren auf der Verwendung des Cre-lox
Rekombinationssystems. Rekombination ist ein natdrlicher, in allen Organismen
vorkommender Prozess zur Modifizierung von genetischem Material, der vor allem flr die
genetische Diversitat von enormer Bedeutung ist. Das Cre-lox-Rekombinationssystem
entstammt aus dem Bakteriophagen P1 **°. Die Cre-Rekombinase (cyclization recombination)
katalysiert die Rekombination zwischen zwei lox P- (locus of X-over of P1)
Erkennungssequenzen. Bei gleicher Orientierung der Erkennungssequenzen auf dem DNA
Strang, wird der von den lox P-Sequenzen flankierte DNA Abschnitt herausgeschnitten und in
Form der zusammengefugten, ringformigen DNA in der Zelle abgebaut. Bei
entgegengesetzter Orientierung der lox P-Sequenzen, kommt es zur Inversion des flankierten

DNA Bereiches ™. Heute wird das Cre-lox Rekombinasessystem insbesondere zur
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Generierung von konditionalen bzw. zeit- und gewebsspezifischen knockout Mé&usen
verwendet 2,

Das Cpa3 Gen codiert fur die MC-spezifische Protease Cpa3 *°, die bereits von MC
Vorlauferzellen exprimiert wird **. Das Einbringen der Cre-Rekombinase (Crei) in den MC
Cpa3 Genlokus durch homologe Rekombination *° depletiert sowohl CTMCs als auch
MMCs konstitutiv durch einen gentoxischen Mechanismus. Mit Ausnahme einer auf etwa
40% reduzierten Anzahl an Basophilen in der Milz in heterozygoten Cpa3“™* (Cre-Master)
Méusen gibt es hinsichtlich hamatologischen und immunologischen Parametern keine
Unterschiede zwischen den MC-defizienten Cpa3™* und Cpa3** Kontrollmausen **¢. Der
komplette Verlust von MCs, ohne weitere Auswirkungen auf das Immunsystem, macht die
Mause zu einem interessanten Versuchsmodell zur Analyse MC-spezifischer Funktionen.
Neben dem Cre-Master Mausmodell gibt es weitere Modelle zur konstitutiven und
induzierbaren Depletion von MCs, beispielsweise auf der Grundlage von Mcpt5, welche von
CTMCs exprimiert wird. Mcpt5-Cre transgene Mause exprimieren die Cre-Rekombinase

7 Im Vergleich zur transgenen Cpa3°™*

unter der Kontrolle des Mcpt5 Promotors
Mauslinie, fuhrt die Expression der Cre-Rekombinase in Mcpt5-Cre Mausen nicht zum
Absterben der Cre-Rekombinase-exprimierenden Zellen. Wird die Mcpt5-Cre Mauslinie mit
der iDTR ™ oder der R-DTA Mauslinie **° verpaart, kommt es aufgrund der Aktivitét der
Cre-Rekombinase zur Deletion einer im Promotorbereich lokalisierten loxP-flankierte STOP
Kassette und somit zur Expression des Diphteria Toxin Rezeptors (DTR) bzw. des Diphteria
Toxin A (DTA) in allen Cre-exprimierenden Zellen. Es kommt zu einem Verlust von CTMCs,
jedoch nicht von MMCs durch die Injektion von Diphteria Toxin (Mcpt5-Cre” iDTR™) bzw.
direkt infolge der Toxinausschiittung (Mcpt5-Cre* R-DTA"). Die Mauslinien ermdglichen
eine konstitutive, spezifische Inaktivierung von Mcpt5-exprimierenden Zellen in vivo .
Mcpt5-Cre” iDTR" und Mcpt5-Cre” R-DTA™ Mause haben sich in den letzten Jahren als
nitzliches Modell zur Untersuchung der Funktion von Mcpt5-exprimierenden CTMCs

bewahrt.

1.4.2.5 Untersuchung der Funktion von Mastzellen in vitro

Eine Vielzahl der experimentell gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich der Funktion von MCs
basieren auf der Verwendung von peritonealen MCs (PCMCs). Die reifen Zellen werden aus
dem Peritoneum gewonnen und mittels Zugabe von IL-3 und SCF in Kultur vermehrt.

PCMCs gehdren der Subpopulation der CTMC an, exprimieren den fur MCs typischen c-Kit,
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als auch den FceRI Rezeptor und sekretieren lediglich geringe Mengen an Lipidmediatoren,
Chemokinen und Zytokinen. Im Kontrast enthalten sie sehr hohe Mengen an vorgefertigten
und proteolytischen Mediatoren, die nach Aktivierung der Zellen freigesetzt werden *®*. Zur
Untersuchung der Funktionalitdt von MCs in vitro bedient man sich neben primaren Zellen
wie z.B. PCMCs, kommerziell erh&ltlicher MC-Zelllinien. Diese weisen den Vorteil auf,
schnell und in groRer Menge verfligbar zu sein. Die IL-3 abhéngige murine MC/9 MC-Linie
wurde aus fetalen Leberzellen generiert und exprimiert den hochaffine IgE Rezeptor FceRI.
Die einzig verfligbare humane MC-Linie HMC1 stammt von einem MC Leukamie Patienten
182 Die Zelllinie bildet den c-Kit Rezeptor, der hochaffine IgE Rezeptor wird im Gegensatz
dazu nicht gebildet. HMC-1 Zellen exprimieren Tryptase, sowie Heparin und

163

Chondrotinsulfat in gleicher Menge und sind metachromatisch mit dem Farbstoff

Toluidinblau anfarbbar 2.
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1.5 Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von uNKs und uMCs sowie mdgliche
Wirkmechanismen auf reproduktive Prozesse zu untersuchen. Analysiert wurden dabei zum
einen eine mogliche Gegenregulation von uMCs und uNKs, sowie trachtigkeitsspezifische
Parameter in einem IL-15-defizienten Mausmodell. Zum anderen wurden die Auswirkungen
der gleichzeitigen Abwesenheit von NKs und MCs im Mausmodell untersucht. AufRerdem
wurde der mdogliche Einfluss der Chymase Mcpt5 auf reproduktionsrelevante Prozesse
gepruft. Folgende Fragestellungen wurden hierbei bearbeitet:

(1) Sind 1L-15"" Mause von Veranderungen reproduktiver Parameter (Implantations- und
Abortrate, SA Umwandlung, Blutdruck, fetales Gewicht, Plazentagewicht, Feto-
Plazentarer-Index (FPI)) betroffen?

(2) Liegt in IL-15" Mausen, die sich durch die Abwesenheit von pNKs und uNKs
auszeichnen, eine verdnderte Anzahl an uMCs oder eine veranderte Expression von
MC Mediatoren vor?

(3) Wie wirkt sich die kombinierte Abwesenheit von NKs und MCs auf verschiedene
Tréchtigkeitsparameter (Implantations- und Abortrate, SA Umwandlung, Blutdruck,
fetales Gewicht, Plazentagewicht, FPI, Geburtsgewicht) aus?

(4) Welche Mediatoren sind entscheidend flr einen moglichen Einfluss von uNKs und

uMCs auf trachtigkeitsrelevante Prozesse?
(5) Sind Mcpt5-exprimierende Zellen in reproduktive Prozesse involviert?
Die bedeutende Rolle von Immunzellen im Rahmen einer erfolgreichen Schwangerschaft ist
unumstritten. Der individuelle Beitrag von NKs und MCs an reproduktionsrelevanten

Prozessen sowie die zugehdrigen Wirkmechanismen sind jedoch noch nicht eindeutig geklart

und werden in der vorliegenden Promotionsarbeit untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie

Baretthaube

Blutglaskapillaren (heparinisiert)
Chromatographiepapier

CPE-Uberschuhe

Deckgléser (24 x 60 mm)
Einbettkassette aus Kunststoff
Einmal-Dentalkanilen (20G, 27G)

Eisbad

Farbekammer, ABS
Fettstift

Filterspitzen RNase-/ DNase-frei
(10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Glaswaren

Handschuhe
Transfermembran (0,45 pm)

Kapillarpipetten

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Medline, Kleve, Deutschland

Kabe, Nirnbrecht-Elsenroth, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

TransatlanticClinic, Neu-Anspach,
Deutschland

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

NeolabMigge Laborbedarf, Heidelberg,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dako, Glostrup, Danemark

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

NeolabMigge Laborbedarf, Heidelberg,
Deutschland

Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland
Millipore, Darmstadt, Deutschland

Servoprax, Wesel, Deutschland
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Kryordhrchen
Netzmikrometer

Neubauer Z&hlkammer
Objekttrager mit Mattrand
Okularmikrometer

Omnifix-F Einmalspritze (1ml)
OP-Maske

Parafilm ,,M“

Pasteurpipetten

PCR Platten (96 Vertiefungen)
Petrischalen

Pipettensatz
(0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)

Pipettenspitzen
(20 pl, 100 pl, 1000 pl)

Préparationsbesteck

Reaktionsgefale
(0,2 ml; 0,5ml; 1,5 ml; 2 ml)

Rundbodenrdhrchen (5ml)

Serologische Pipetten aus Glas
(5 ml, 10 ml, 50 ml)

Serologische Pipetten aus Kunststoff
(20 ml, 50 ml)

Serologische Pipetten aus Kunststoff
(5ml)

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Corning, Corning, USA

VWR, Darmstadt, Deutschland
Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Kimberly-Clark, Roswell, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Corning, Corning, USA

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
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Skalpell

Spritzenfilter (0,2 um)
Transferpipetten (3,5 ml)
Zellkultureinsatz (Porengréfie 1 um)

Vernichtungsbeutel

Wadgepapier

Zellkulturflaschen (75 cm?)
Zellkulturplatten (6 bzw. 48 Vertiefungen)
Zellsiebe (Poren: 40 um, 100 pum)

Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)

2.1.2 Gerate
Abzug ,,Airflow-control EN14175%

Autoklav ,,Laboklav 80-V*
Blutdruckmessgerat ,,TSE Blood Pressure
Monitoring Systems”
Chemilumineszensgerit ,,SY GN/A609*
CO,-Inkubator ,,Hera Cell 240>
COs,-Inkubator ,,NU-5500 E”
Digitalkamera ,,Canon IXUS 80 IS*
Durchflusszytometer ,,FACS Calibur™:«

Einfrierbehilter ,,Mr. Frosti' ™«

Feather, Osaka, Japan

Whatman, Dassel, Deutschland
Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Corning, Corning, USA

NeolLabMigge Laborbedarf, Heidelberg,
Deutschland

Machery-Nagel, Diren, Deutschland
Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Corning, Corning, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Bense, Hardegsen, Deutschland

SHP Steriltechnik AG, Magdeburg,
Deutschland

TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland

Synoptics, Cambridge, UK

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Canon, Berlin, Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
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Eismaschine ,,ZBE70-35

Elektrophorese-Stromversorgungsgerat
,,Electrophorese Power Supply Consort
EV231”

Gefriertruhe ,,Froster<(-20°C)
Gefriertruhe ,,HERA freeze“(-80°C)

Gefriertruhe ,,Premium No Frost“(-20°C)

Geldokumentationsgerit ,,Syngene Bio
Image*

Homogenisator ,,Ultra Turrax T25
Homogenisator”

Kryosystem ,,Kryosystem 4000

Kuhlschrank ,,Liebherr FKEX 3600
Kihlschrank ,,Liebherr KTO 1810-20

Magnetrihrer ,,RH Basic 2 IKAM*

Mastercycler ,,Mastercycler personal”
Mikroskop ,,Axio Observer.A1”
Mikroskop ,,Axiovert 40C”
Mikrowelle ,,Panasonic NN-E205W*

Multifunktionsplattenlesegerét
»oynergy HT”

Paraffin- Ausgielstation ,,EC 350-1”

Paraffin- Kihleinheit ,,EC 350-2”

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen,
Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Kirsch, Offenburg, Deutschland
Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland
Liebherr, Bulle, Deutschland

Syngene, Cambridge, GroRbritannien

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Jutta Ohst German Cryo, Juchen,

Deutschland

Rexel, Hannover, Deutschland

Unielektro, Eschborn, Deutschland

Windhaus-Labortechnik, Clausthal-
Zellerfeld, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Bio Tek Instruments, Winooski, USA

Microm, Neuss, Deutschland

Microm, Neuss, Deutschland
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Paraffin Streckbad ,,2052”

pH Meter ,,Microprocessor pH211*

Préazisionswaage ,,LA 620
Préazisionswaage ,,Kern 440-21N*
Rotationsmikrotom ,,Microm HM355S”

Schittelwasserbad ,,SWB25”

Sicherheitswerkbank ,,Nu-437-400E”

Thermozykler ,,iQ5 Multicolor Real-Time
PCR Detection System”

Trockenschrank

Ultraschallhomogenisator
“BandelinSonopuls”

Vortexer ,,Vortex MixerMS3 basic

Wasseraufbereitungsanlage ,,Elix10”
Wippschittler ,,Rocher 25¢
Zentrifuge ,,5417R*

Zentrifuge ,,.5810R*

Zentrifuge ,,Mini Spin*

GFL, Burgwedel, Deutschland

NeolabMigge Laborbedarf, Heidelberg,
Deutschland

Sartorius, Berlin, Deutschland
Kern & Sohn, Bahlingen, Deutschland
Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

Windhaus-Labortechnik, Clausthal-
Zellerfeld, Deutschland

IntegraBiosciences, Fernwald, Deutschland

BioRad Laboratories, Minchen,
Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland
Bandelin, Berlin, Deutschland
Laborfachhandel Gaudig, Osterweddingen,
Deutschland

Millipore,Darmstadt, Deutschland

Labnet, Edison, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien und Lésungen

Wasser fiir Injektionszwecke (Aqua ad
iniectabilia)

(3-Aminopropyl) triethoxysilane
3-Amino-9-Ethylcarbozol (AEC)

Aceton

Acrylamid/ Bis-Acrylamid-Ldsung (30%)
Ammonium Persulfat (APS)
Ammoniumchlorid (NH4CI)

Agquatex (wassriges Einbettmittel)
Bromphenolblau

Chloroform

D (+)-Saccharose

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eosin Lésung

Ethanol (75 %, 96%, 100 %)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse
Fixierungs-/Permeabilisierungs-Diluent
Fixierungs-/Permeabilisierungs-Konzentrat

Fluorescein

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Dako, Jena, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Otto Fischer, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
eBiocsience, Frankfurt, Deutschland
eBiocsience, Frankfurt, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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Gelatin-basierte Beschichtungslésung
Glycerol

Glycin

Hé&matoxylin Lésung nach Mayer
Heparin- Natrium

Immersionsol 518F

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Ketaminhydrochlorid (Ketamin-HCL)
Methanol (CH;0)

M-MLYV Reverse Transkriptase 5x
Reaktionspuffer

Natriumazid (NaN3)
Natriumbicarbonat (NaHCO3)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumzitrat (NazCeHsO7)
Natriumdodecylsulfat (SDS, 10 %)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Natriumhydroxid (NaOH)

CellBiologics, Chicago, USA
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Zentralapotheke, Magdeburg, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Pfizer New York, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
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Natriummetavanadate (NaVO3)
n-Dodecyl-beta-Maltosid (LM)

Paraformaldehyd (PFA)

Paraffin (Gewebe Einbettmedium)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roti-Histokitt (Einbettmittel)
Saccharose

Salzsaure (HCL)
Schwefelsdure (H,SOy)

Tergitol (NP-40)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Toluidinblau

Trisbase

Trishydrochlorid (TrisHCL)
Trizol

Trypanblau-L&sung

Tween

Wasserstoffperoxid (30 %)
Xylazinhydrochlorid (Rompun)
Xylol

Zitronensaure

2-Mercaptoethanol (< 98%)

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Bayer, Leverkusen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

29


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/89902
https://de.wikipedia.org/wiki/Phenylmethylsulfonylfluorid
https://de.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylendiamin

Material und Methoden

2.1.4 Enzyme, Proteine, Nukleinsauren, biologisch aktive Substanzen

Desoxy-Nukleotidtriphosphat
(dNTPs)

DNase

Dolichos biflorus agglutinin (DBA)
Lektin

Hasenserum
Liberase
Milchpulver

Oligo-Desoxy-Thymidin-Nukleotide
(odTs)

Rekombinantes Interleukin (rIL) 3
RNase-Inhibitor

SYBR Green PCR Mastermix
Trypsin-EDTA

Trypsin Inhibitor aus Glycine max,
Sojabohne (SBTI)

Western Blot Marker

Amersham Bioscience, Freiburg,
Deutschland

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Biozol, Eching, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

2.1.5 Zellkulturmedien, Medienzusatze und Medienzusammensetzung

Zellkulturmedien:

Iscove's Modified Dulbecco's Medium

21056 (IMDM)

Roswell Park Memorial Institute 1640-

Medium (RPMI)

Smooth Muscle Medium Kit

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Cell Biologics, Chicago, USA
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Medienzusatze:

Fetales Rinderserum (FBS) Biochrom, Berlin, Deutschland
Nichtessentielle Aminoséduren (AS) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Penicillin/ Streptomycin (P/S) ThermoFisher, Dreieich, Deutschland
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Steinheim, Deutschland

Kultivierungs- bzw. Einfriermedien verschiedener Zelllinien:

Zelllinie Kultivierungsmedium Einfriermedium
C57BL/6 Maus Smooth Muscle Medium Kit 90 % FBS
uterine glatte Muskelzellen 10 % DMSO
MC/9 RPMI 95 % Kulturmedium
(Maus, MC-Linie) 10 % FBS 5 % DMSO

1% P/S

0,1 mM nichtessentielle AS
0,05 mM B-Mercaptoethanol

30 ng/ml rlL-3

HMC-1 IMDM 50 % FBS

(Human, MC-Linie) 10 % FBS 40 % Kulturmedium
1% PIS 10 % DMSO

Medienzusammensetzung fur den Verdau von Uterus/ Decidua:

Inaktivierungsmedium RPMI
10 % FBS
1% P/S
Liberasemedium RPMI
5% P/S

10 pg/ml Liberase
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2.1.6 Pufferlésungen

Allgemeine Pufferlésungen:

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS, 10x)

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS, 10x)

Pufferlosungen fur Durchflusszytometrie:

FACS-Puffer

Lysis-Puffer (10x)

PFA-L6sung (4 %)

Pufferlosungen fur Immunhistochemie:

Zitratpuffer

80g NaCl

21,9 g Na,HPO,4 x 7 H,O

2gKCL

2 g KH,PO,4

Auffillen auf 1 | mit destilliertem Wasser
pH=7,4

87,8 g NaCl

68,5 g TrisHCI
9 g Tris Base

Auffillen auf 1 | mit destilliertem Wasser
pH=7,6

10 g BSA
1 g NaNs
Auffillen auf 1 1 mit PBS (1 x)

89 g NH,CI

10 g KHC03

0,38 g EDTA

Auffullen auf 1 | mit destilliertem Wasser

5gPFA

4,28 g Saccharose

Auffillen auf 125 ml mit PBS (1x)
pH=7,4

82 ml 0,1 M Natriumcitrat

18 ml 0,1 M Zitronensaure

900 ml destilliertes Wasser (1 x)
pH =6
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Pufferlosungen fiir Proteinisolation,

Natriumdodecylsulfat- Polyacrylamid-

Gelelektrophorese und Western Blot:

Ammonium Persulfat (APS) 10 %

Blockierungslosung

Elektrophoresepuffer (10x)

Lysispuffer

Probenpuffer (5x)

Transferpuffer (10x)

1 g Ammonium Persulfat
Auffullen auf 10 ml mit destilliertem Wasser

5 % Milch in TBS (1x):
1 g Milchpulver
20 ml TBS

144 g Glycin

30,25 g Tris Base

Auffillen auf 800 ml mit
destilliertemWasser; pH = 8,3

10 g SDS

Auffillen auf 11 mit destilliertem\Wasser

Angaben zur Herstellung von 1 ml:
100 pl NP40

100 pl LM

20 pl NaF

10 pl NavO3

10 pl PMSF

50 pl Tris (pH 7,5)

20 Wl EDTA

33 pl NaCl

657 ul destilliertes Wasser

9 g Glycerol

2,25 g B-Mercaptoethanol
0,9 g SDS

0,0009 g Bromphenolblau
2,7 ml Tris

12,3 ml destilliertes Wasser

144,15 g Glycin

30,3 g Tris Base
Auffillen auf 1l mit destilliertem Wasser
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Transferpuffer (1x)

Waschpuffer

Western Blot Stripping Puffer

2.1.7 Kitsysteme

Avidin/Biotin Blockierungskit
Bio-Rad Proteinassay

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) Annexin V
Apoptose Detektions Kit |

Immobilon Western Chemilumineszenz HRP
Substrat

VectaShield Eindeckmedium fir Fluoreszenz
mit 4”,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Vectastain ABC Kit (Peroxidase Standard)

2.1.8 Antikorper

Antikorper fur die Durchflusszytometrie:

Allophycocyanin (APC)-konjugierter
Hamster anti-Maus CD3e
(Klon: 145-2C11)

FITC-konjugierter Hamster anti-
Maus FceRa (Klon: MAR-1)

FITC-konjugierter Ratte anti-Maus
CD122 (Klon: 5H4)

120 ml Transferpuffer (10x)
300 ml Methanol
1080 ml destilliertes Wasser

0,05 % Tween in TBS (1x):
500 pl Tween
11TBS (1x)

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Biozol, Eching, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Miinchen Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biozol, Eching, Deutschland

Biozol, Eching, Deutschland

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
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Phycoerythrin (PE)-konjugierter Maus anti-
Maus NK1.1 (Klon: PK136)

PE-konjugierter Ratte anti-Maus
CD117 (Klon: 2B8)

Peridinin-Chlorophyll (PerCP)-konjugierter
Hamster anti-Maus CD3 (Klon: 145-2C11)

Antikorper fur die Immunhistochemie:

DBA-biotinyliert (Verdinnungl:150)

Antikorper fur die Immunfluoreszenz:

Erstantikorper:

DBA-FITC (Verdiinnungl:50)
Mast Cell Chymase (polyklonal, Hase,
Verdiinnungl1:50)

Smooth muscle actin (Klon: 1A4,
monoklonal, Maus, Verdinnungl:50)

Zweitantikorper:

DyLight 594 Affe anti-Hase 1gG
(Klon 4064, Verdiinnung1:500)

Alexa Fluor 555 Ziege anti-Maus IgG
(Verdinnungl:500)

Antikorper fur Western Blot:

Erstantikorper:
Anti-B-Actin (Klon AC-74, monoklonal,
Maus, Verdiinnung1:10°000)

Mast Cell Chymase (polyklonal, Hase,
Verdiinnung1:200)
Zweitantikorper:

Ziege anti-Hase IgG-HRP
(Verdlnnungl:1°000)

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Biozol, Eching, Deutschland

US Biological, Salem, USA

Proteintech, Chicago, USA

Dako, Glostrup, Danemark

BioLegend, Fell, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Proteintech, Chicago, USA

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland
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Ziege anti-Maus 1gG-HRP
(Verdunnungl: 5°000)

Antikorper zur Depletion von Zellen in vivo:

Anti-asialo GM1 (polyklonal, Hase anti-

Maus/Ratte)

LEAF™ anti-Maus CD122 (IL-2R, Klon

TM-B1)

2.1.9 Primer
Mcptl

Mcpt5

Mcpt6

MMP9

B-Actin

2.1.10 Computerprogramme

AxioVision Rel. 4.6

Cell Quest Pro 4.bf4b

Gen 5 TM Data Analysis Software

GraphPad Prism 5.0

Q5 Software

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

Wako, Neuss, Deutschland

Biozol, Eching, Deutschland

Fwd:

Rev:

Fwd:
Rev:

Fwd:
Rev:

Fwd:
Rev:

Fwd:
Rev:

TGG CACTTCTCTTGCCTT CT
GCT CAC ATC ATG AGC TCC AA

CCG ACACACTGC AGGAAGTA
TAT CCC AGC ACA CAG CAG AG

GAC ATC GTG CTG GGT GAC
ATA AGG AGG TGG GAG AGG C

CAATCCTTGCAATGT GGATG
TAA GGA AGG GGC CCT GTAAT

TGC GTCTGG ACCTGG CTG G
ATC CTG TCA GCA ATG CCT GGG

Zeiss Microimaging, Gottingen,
Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

BioTek Instruments, Bad Friedrichtshall,
Deutschland

Statcon, Witzenhausen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland
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Microsoft Exel 2010

Microsoft Powerpoint 2010

Microsoft Word 2010

Photoshop CS3/ CS5

2.1.11 Zelllinien

Mauszelllinien:

C57BL/6 Maus
primére uterine glatte Muskelzellen

MC/9 (MC Linie)

Humane Zelllinien:

HMC-1 (MC Linie)

2.1.12 Mausstamme

Mannchen:

BALB/c

Weibchen:
C57/BL/6N

C57BL/6J

C57BL/6J-Cpa3™’*

C57BL/6J-Cpa3“"™*

Microsoft, Berlin, Deutschland
Microsoft, Berlin, Deutschland
Microsoft, Berlin, Deutschland

Adobe, Miinchen, Deutschland

CellBiologics, Chicago, USA

ATTC, Wesel, Deutschland

Erworben von Mr. Butterfield, Rochester,
USA

Charles River, Sulzfeld, Deutschland

Charles River, Sulzfeld, Deutschland
Charles River, Sulzfeld, Deutschland

Institutseigene Zucht. Zuchtpaar erhalten von
Prof. Rodewald/ Dr. Feyerabend (DKFZ,
Heidelberg, Deutschland) im Rahmen eines
Transferabkommens (MTA-Material Transfer
Agreement)

Institutseigene Zucht. Kolonie etabliert von
Prof. Rodewald/ Dr. Feyerabend (DKFZ,
Heidelberg, Deutschland) im Rahmen eines
MTA.
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C57BL/6NTac-1L15™!™N5

Mcpt5-Cre” x R-DTA"

Mcpt5-Cre* x R-DTA"

Institutseigene Zucht. Kommerziell erworben
von Taconic, New York, USA.

Institutseigene Zucht. Urspringlich erworben
von Prof. Roers (Institut fir Immunologie,
TU Dresden, Deutschland).

Institutseigene Zucht. Urspringlich erworben

von Prof. Roers (Institut fir Immunologie,
TU Dresden, Deutschland).
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2.2 Methoden
2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1 Tierhaltung

Die Haltung der verschiedenen weiblichen Mausstdimme erfolgte artgerecht in Gruppen von
zwei bis vier Tieren in jeweils einem K&fig, welche wdchentlich zu Reinigungszwecken
ausgetauscht wurden. Ménnliche Tiere waren einzeln in Ké&figen untergebracht. Nahrung und
Wasser stand den Tieren stets unbegrenzt zur Verfligung. Im Tierstall herrschte ein 12:12
Stunden Hell-Dunkelrhythmus (Hellphase von 7-19 Uhr), eine Temperatur von 21 + 1°C und
eine relative Luftfeuchte von 45 £5 %. Alle Versuche wurden vom Landesverwaltungsamt
Sachsen Anhalt unter der Tierversuchsantragsnummer 42502-2-1296 UniMD genehmigt.
Meine eigene Genehmigung zur Durchfihrung von Tierexperimenten an der Otto-von-
Guericke- Universitdt Magdeburg wurde durch die erfolgreiche Teilnahme am Kurs
,Einfilhrung in tierexperimentelle Methoden fir Doktoranden, wissenschaftliches und

nichtwissenschaftliches Personal der Hochschule* erlangt.

2.2.1.2 Verpaarung

Um trachtige Méause zu erhalten, wurden jeweils ein bis drei Weibchen im Alter von sechs bis
acht Wochen in den Kafig eines geschlechtsreifen Mannchens gesetzt. Zur Verwendung
kamen stets BALB/c Ménnchen, ein vom Weibchen abweichender Stamm, um eine allogene
Verpaarung zu erreichen. Um festzustellen, ob es zur Begattung kam, erfolgte die
Untersuchung der Weibchen morgens und abends auf das Vorhandensein eines
Vaginalpfropfes (Plug). Die Sichtung des Plug wurde als Gestationstag O definiert.
AnschlieBend erfolgte die Trennung der entsprechenden Weibchen von dem Mannchen. Eine
Zusammenstellung aller Verpaarungen sowie die Behandlung der Mause, Totungstag und
nachfolgende Untersuchungen, einschlieBlich angewandter Methodik, sind in Abbildung 3

zusammengefasst.
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Mauskombinationen Totungstag und Art der Untersuchung
o;, $ gd5: *  pNKs (Durchflusszytometrie)
* UMCs (Durchflusszytometrie, Histologie)

* Mcptl, Mcpt6 (RT-PCR)
BALB/c C57BL/6

VS «

gd10: * pNKs (Durchflusszytometrie)
* UNKSs (Immunhistochemie)
* UMCs (Durchflusszytometrie)
*  Mecptl, Mcpt6 (RT-PCR)
+ Implantations-und Abortrate
IL-15- * SA-Analyse (Histologie, Immunfluoreszenz)

BL/6N

i

gd18: + Blutdruck der Mditter (gd0,2,4,6,8,10,14,16,18)
+ Fetale Gewichte, Plazentagewichte
« FPI

BALB/c C57BLI6 % gdo

Cpa3*+ +  PBS (250 pl) gd10: * pNKs (Durchfll{sszytomgtrie)

* uNKs (Immunhistochemie)

+ Implantations-und Abortrate

* SA-Analyse (Histologie, Immunfluoreszenz)

@ Cpa3** + anti-CD122 (0,25 mg) *  Mcpt5 (RT-PCR, Western Blot)

gd18: + Blutdruck der Mditter (gd0,2,4,6,8,10,14,16,18)
+ Fetale Gewichte, Plazentagewichte

Cpa3ce*  +  PBS (250 pl) < FPI

Geburt: +  Gewicht Nachwuchs

11

Cpagcre/ + anti-CD122 (0,25 mg)

BALB/c C57BL/6

LS x

gd10: + Implantations-und Abortrate
Mcpt5-Cre- R-DTA* * SA-Analyse (Histologie)
+ MMP9 (RT-PCR)

Geburt:  «  Gewicht Nachwuchs

i

Mcpt5-Cre* R-DTA*

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Mauskombinationen, Behandlung, Tétungstag und Art der
Untersuchungen. BALB/c Ménnchen wurden mit C57BL/6N (BL/6N) WT sowie IL-15-defizienten
C57BL/6NTac-1L15™"™N5 (I1L-15") Weibchen verpaart. An den Gestationstagen (gd) 5, 10 und 18 erfolgte die
T6tung der Weibchen. Des Weiteren wurden BALB/c Mannchen mit C57BL/6-Cpa3** (Cpa3™*) WT sowie MC-
defizienten C57BL/6-Cpa3®™* (Cpa3“"®*) Weibchen verpaart. Nach Kenntnisnahme des Plugs wurde den
Weibchen einmalig entweder PBS (250 pl) oder der NK-depletierende Antikdrper anti-CD122 (0,25mg) i.p.
injiziert. Die Totung der Tiere erfolgte am gd10, 18 oder nach dem Absetzten ihrer Nachkommen. Weiterhin
wurden BALB/c Mannchen mit C57BL/6-Mcpt5-Cre” R-DTA" (Mcpt5-Cre” R-DTA™) Kontrolltieren bzw. mit
C57BL/6-Mcpt5-Cre* R-DTA" (Mcpt5-Cre” R-DTA') Weibchen, denen Mcpt5-exprimierende Zellen fehlen,
verpaart. Am gd10 bzw. nach dem Absetzten ihrer Nachkommen wurden die Weibchen get6tet. Untersuchungen
beinhalteten neben der Analyse von peripheren NKs (pNKs), uterinen NKs (UNKs) und uterinen MCs (UMCs)
die Untersuchung verschiedener MC Proteasen (Mcpt) und einer Matrix-Metalloprotease (MMP) sowie die
Bestimmung von Implantations-und Abortraten. Des Weiteren wurde die Umwandlungseffizienz der
Spiralarterien (SA) sowie der Blutdruck der Muttertiere, Gewichte von Nachkommen und Plazenten analysiert

und die Feto-Plazentaren-Indizes (FPI) ermittelt.
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2.2.1.3 Anasthesie und Blutentnahme

Vor der Blutentnahme wurde das Versuchstier durch i.p. Injektion einer kdrperwarmen
Narkoselosung (5 % Ketamin, 2 % Rompun, Verdunnung 1:4 in 0,9 % Kochsalzlésung)
anasthesiert. Nach Uberprifung der Empfindungslosigkeit der Maus erfolgte die
Blutentnahme durch Punktion des sich hinter dem Auge lokalisierten retrobulbéren
Venenplexus, mit Hilfe einer heparinisierten Kapillare. Das Blut wurde aus der Kapillare

direkt in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ tberfuhrt und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

2.2.1.4 Préaparation, Probengewinnung, Bestimmung von Implantations-/
Abortrate

Im Anschluss an die Blutentnahme kam es mittels zervikaler Dislokation zur Tétung der
Maus. Durch Fixierung in Rickenlage und Ethanolbesprilhung konnte vermieden werden,
dass bei der Probenentnahme Haare ins Innere der Maus gelangen. AnschlieBend wurde ein
Schnitt ventral am unteren Bauch gesetzt und das Tier bis zum Brustkorb aufgeschnitten,
ohne die Bauchdecke zu durchtrennen. Es erfolgten weitere Schnitte in Richtung der
Extremitaten, sowie das Lésen der Ober- von der Unterhaut. Nach Entnahme der inguinalen
LK, kam es zur Offnung der Bauchdecke. Im Inneren der Maus wurden die mesenterischen
und para-aortalen LK sowie die Milz freiprapariert, ohne das umliegende Gewebe zu
verletzten. Die fur die Durchflusszytometrie entnommenen Gewebe wurden mit kaltem PBS
gewaschen und bis zur weiteren Aufarbeitung in RPMI auf Eis gelagert. Im Anschluss daran
erfolgte die Auszahlung der Implantationen sowie der Aborte. Aborte konnten durch das
Vorhandensein von deutlich nekrotischen Verdnderungen bzw. einer wesentlich verringerten

Grolke von normalen Implantationen unterschieden werden (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Bikornealer Uterus am Gestationstag 10. Bikornealer Uterus mit normalen Implantationen ohne
Aborte (A) bzw. mit Aborten (B) am Gestationstag 10. Aborte (a) sind durch nekrotische Veranderungen oder

eine sehr geringe GroRe im Vergleich zu normalen Implantationen (n) identifizierbar.

Anhand der Anzahl der Aborte und der Gesamtanzahl an Implantationen konnte die Abortrate

berechnet werden (siehe Formel 1).

Formel 1:

Abortrate [%] = Anzahl Aborte 100
Anzahl Implantationen

Die Abtrennung einer Implantation und Fixierung in 4 % PFA mit Saccharose erfolgte fur die
Histologie. Anschliefend wurden die Uterushorner der Lange nach aufgeschnitten,
Embryonen und Plazenten vorsichtig entfernt. Zur Aufarbeitung fir die spéatere
Durchflusszytometrie wurde ein Teil der Dezidua in Kkleine Stlicke geschnitten und in
Liberasemedium gegeben. Zwei weitere Deziduastlicke von jeweils ca. 0,5 cm wurden zur
Isolierung von RNA bzw. Protein entnommen, in kaltem PBS gewaschen, in einem 1,5 ml
Reaktionsgefa in flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Fir
histochemische Untersuchungen des Uterus am Gestationstag 5 wurde der komplette Uterus
entnommen, in einer Einbettkassette mit Hilfe von Kanilen aufgespannt und in 96 % Ethanol
uber Nacht (0. N.) bei 4°C fixiert.

42



Material und Methoden

2.2.1.5 Depletion von Natirlichen Killerzellen in vivo mittels Antikorper-

Behandlung

Zur Generierung von Mausen, welche weder MCs noch NKs besitzen, wurden zwei
verschiedene Antikdrper auf ihre Fahigkeit untersucht, periphere NKs (pNKs) als auch uNKs
in vivo zu depletieren. Zur Auswahl kamen die Antikorper anti-asialo GM1 ® und anti-CD122
8 Da die Anwendungsprotokolle hinsichtlich Wirkdauer (anti-asialo GM1) bzw.
Konzentration (anti-CD122) in der Literatur sehr stark voneinander abweichen, kam es zur
Durchfuhrung eines Vorversuches, um die optimalen Bedingungen fir eine effiziente
Depletion zu erreichen. Die Effizienz der Entfernung von pNKs wurde anhand von
durchflusszytometrischen Untersuchungen, die von uNKs mittels Farbung mit DBA Lektin,

getestet.

2.2.1.5.1 Anti-asialo GM1 Behandlung

Vorversuch:

Zur Untersuchung der Wirkdauer des Antikorpers erfolgte die i.p. Injektion von 0,29 mg
(100 pl) anti-asialo GM1 in C57BL/6J Mdusen. Diese wurden an Tag 2, Tag 4 oder Tag 6
nach der Verabreichung des Antikorpers durch zervikale Dislokation nach Anésthesie getotet.
Die entnommenen Gewebe oder Organe Milz, mesenterische Lymphknoten (LK), para-aortale
LK, inguinale LK sowie das Blut wurden mithilfe des Durchflusszytometers auf das
Vorhandensein von CD122°CD3 NK1.1" pNK Zellen untersucht (siehe Abbildung 5). Die
Werte wurden mit denen unbehandelter C57BL/6 Tiere verglichen. Die anti-asialo GM1-
behandelten Tiere wiesen an Tag 2 nach der Injektion des Antikdrpers die geringste Anzahl
an CD122°CD3 NK1.1" Zellen in den untersuchten Geweben auf, an Tag 4 erhéhte sich diese
wieder. Um eine erneute Anreicherung von NKs zu verhindern, war die Injektion des

Antikorpers im Versuch aller 2 Tage zu wiederholen.
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C57BL/6 anti-asialo GM1 (0,29 mg)
. X
|—>T Tag 2 nach Injektion pNKs?
|—>T Tag 4 nach Injektion > 2 Tage nach Injektion
héchste Depletionseffizienz
I \T Tag 6 nach Injektion

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Untersuchung der Wirkdauer von anti-asialo GM1. Anti-
asialo GM1 (0,29 mg) wurde C57BL/6J Weibchen i.p. injiziert. Die Tiere wurden 2, 4, oder 6 Tage nach der
Verabreichung des Antikorpers getotet und die Menge an peripheren CD122°CD3 NK1.1" NKs (pNKs) im Blut,
Milz, mesenterischen- und para-aortalen Lymphknoten mittels Durchflusszytometer analysiert. Die Werte

wurden mit denen unbehandelter Tiere verglichen.

Anwendung im Versuch:

Nach der Verpaarung von BALB/c Mannchen mit C57BL/6J Weibchen und dem Erkennen
des Plug erfolgte die erste i.p. Injektion von 0,29 mg (100 ul) anti-asialo GM1. Der
Antikorper wurde aller zwei Tage erneut injiziert (Gestationstag 0, 2, 4, 6, und 8) (siehe
Abbildung 6). Der Kontrollgruppe wurde anstelle des Antikorpers an den entsprechenden
Tagen jeweils 100 pl Hasenserum injiziert. Am Gestationstag 10 erfolgte die Totung der Tiere

zur Untersuchung der Depletionseffizienz von pNKs und uNKs.

BALB/c C57BL/6 anti-asialo GM1 (0,29 mg)
@ X ‘/‘ t o o L S N
| | | | | |yt
[ [ I I I 7
gd0 gd2 gd4 gd6 gds gd10

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Anwendung von anti-asialo GM1. BALB/c Mé&nnchen wurden
mit C57/BL6J Weibchen verpaart. Nach Sichtung des Plugs wurde den Weibchen anti-asialo GM1 (0,29 mg)
bzw. den Kontrolltieren Hasenserum (100 pl) i.p. injiziert. Eine erneute Injektion erfolgte aller 2 Tage
(Gestationstag (gd) 2, 4, 6, 8). Am gd 10 wurden die Weibchen getétet und standen fiir die Versuche zur
Verfugung.

2.2.1.5.2 Anti-CD122 Behandlung

Vorversuch:

Zur Feststellung der notwendigen Konzentration des anti-CD122 Antikorpers wurde
C57BL/6J Weibchen nach Verpaarung mit BALB/c Méannchen und Detektion des Plugs 1 mg
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(1000 pl), 0,5mg (500 ul) oder 0,25 mg (250 pl) des Antikorpers i.p. injiziert. Am
Gestationstag 10 erfolgte die Totung der Tiere durch zervikale Dislokation. Die Untersuchung
des Blutes bzw. der entnommenen Gewebe oder Organe Milz, mesenterische LK, para-aortale
LK, inguinale LK sowie des Blutes auf CD122"CD3 NK1.1* pNK Zellen erfolgte mithilfe des
Durchflusszytometers. Ebenfalls erfolgte eine Analyse der Implantationen auf das
Vorhandensein von uNKs mithilfe einer DBA Lektin Férbung (siehe Abbildung 7). Bereits
die geringste getestete Konzentration des Antikorpers bewirkte eine effektive Depletion von

pPNKs als auch uNKs und wurde fiir die Versuche eingesetzt.

BALB/c C57BL/6 anti-CD122
2 xR -~
| Iy
im
91 > T PNKs, UNKs?
05mg | b T - Depletionseffizient bei
025 | N allen 3 Konzentrationen
' mgd|0 dll(’) T vergleichbar
g g

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Untersuchung einer wirksamen Konzentration von anti-
CD122. BALB/c Ménnchen wurden mit C57/BL6J Weibchen verpaart. Nach Sichtung des Plugs wurde den
Weibchen anti-CD122 (1 mg, 0,5 mg oder 0,25 mg) i.p. injiziert. Am Gestationstag 10 wurden die Weibchen
getotet und die Menge an peripheren CD122"CD3 NK1.1" NKs (pNKs) im Blut, Milz, mesenterischen- und
para-aortalen Lymphknoten mittels Durchflusszytometer analysiert und mit denen unbehandelter Tiere

verglichen. AuBerdem wurden uterine NKs (UNKs) mittels Immunhistochemie analysiert.

Anwendung im Versuch:

Den Versuchstieren wurde nach Verpaarung und Kenntnisnahme des Plug einmalig 0,25 mg
(250 pl) anti-CD122 i.p. injiziert. Kontrolltiere erhielten statt des Antikdrpers 250 pl PBS i.p.
Der Einsatz der Tiere zur Untersuchung der Depletionseffizienz von pNKs und uNKs erfolgte

am Gestationstag 10.

BALBI/c C57BL/6 anti-CD122 (0,25 mg)
U= T
| >t
gdo gd10

Abbildung 8: Schematische Darstellung des der Anwendung von anti-CD122. BALB/c Mannchen wurden
mit C57/BL6J Weibchen verpaart. Nach Sichtung eines Plugs wurde den Weibchen anti-CD122 (0,25 mg) bzw.
den Kontrolltieren PBS (100 pl) i.p. injiziert. Am Gestationstag 10 wurden die Weibchen getétet und standen fur

Versuche zur Verfiigung.
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2.2.1.6 Blutdruckmessung

Mit Hilfe des vollautomatischen Blutdruckmessgerétes ,,TSE Blood Pressure Monitoring
Systems® wurde der systolische und diastolische Blutdruck von Maiusen wahrend der
gesamten Tréchtigkeit bestimmt. Um die Bewegung der Mé&use wéhrend der Messung auf ein
Minimum zu reduzieren, wurden die Weibchen zwei Wochen lang jeden Tag 5 min an das
Gerét und die Messung gewdhnt, anschlieBend wurden sie verpaart. Die Blutdruckmessung
erfolgte an den Gestationstagen 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 und 18. Zur Erzielung besserer
Messergebnisse wurden die Tiere vor der Messung 10 min unter einer Rotlichtlampe
gewdrmt, um eine Erweiterung der Schwanzvene zu erreichen. AnschlieBend erfolgte die
Platzierung der Maus auf der Warmeplattform (37°C) des Gerates und die nicht-invasive
Messung des Blutdruckes wurde mit Hilfe einer Schwanzmanschette durchgefiihrt. Der
Berechnung des Mittelwertes fur systolische und diastolische Werte lagen zehn

Einzelmessungen zugrunde.

2.2.1.7 Gewichtsmessung

Fir einen Vergleich zwischen den Versuchsgruppen wurden die Gewichte der einzelnen
Plazenten und Feten am Gestationstag 18 mit Hilfe einer Waage gemessen. Anhand dieser

Werte konnte auch der FPI ermittelt werden (Formel 2):

Formel 2:

FpI=  Gewicht Fetus
Gewicht Plazenta

Des Weiteren wurden die Geburtsgewichte einzelner Feten kurz nach der Geburt durch

Wiegen ermittelt.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode der Zellenanalyse, bei der einzelne Zellen in einer
Suspension untersucht werden konnen. Zur Identifikation der Oberflachenmolekile findet
eine Inkubation der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern statt. Die Zellen
werden mittels hydrodynamischer Fokussierung vereinzelt, flielen hintereinander durch die

Messkammer des Durchflusszytometers und passieren einen oder mehrere Laserstrahlen,
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welche die Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikdrper zur Fluoreszenz anregen. Neben der
Messung der Fluoreszenz wird die Streuung des Anregungslichtes detektiert, welches bei dem
Durchtritt der Zellen durch den Laser entsteht. Man unterscheidet zwischen
Vorwartsstreulicht, welches die Lichtstreuung der Zellen in einem flachen Winkel zum Laser
darstellt, und dem Seitwartsstreulicht, der Lichtstreuung der Zellen im rechten Winkel zum
Laser. Das Vorwartsstreulicht (forwardscatter, FSC) lasst Rickschlisse auf die Groflie einer
Zelle ziehen. Das Seitwaértsstreulicht (sidescatter, SSC) gibt Aufschluss tber Granularitét der
Zelle. Durch Messung der Fluoreszenz, welches beim Durchtritt der Zellen durch den Laser
emittiert wird, kann auf die Oberfachenmarker der Zellen geschlossen werden und eine
Zuordnung zu einem bestimmten Zelltyp ist moglich. Die graphische Darstellung kann mit
Hilfe eines Dot Plots oder eines Histogramms erfolgen ®*.

Die Durchflusszytometrie kam zur Anwendung, um die Expression verschiedener
Oberflachenmarker zu analysieren, anhand dessen den prozentualen Anteil an NKs
(CD122°CD3 NK1.1%) oder MCs (CD117"FceRa") in verschiedenen Geweben und im Blut
festzustellen und diesen zwischen verschiedenen Tiergruppen an einem definierten

Gestationstag zu vergleichen.

2.2.2.1 Isolierung von Lymphozyten aus Blut und verschiedenen Geweben

Lymphozyten wurden zum Zweck der durchflusszytometrischen Zellanalyse aus dem Blut
oder aus Gewebe von Mausen isoliert. Anschlielend erfolgte die Markierung der

Zelloberflachenmolekile mittels Antikorpern.

Lymphozytenisolierung aus Blut

Um das Plasma von den ubrigen Blutbestandteilen abzutrennen, erfolgte eine Zentrifugation
(7000 rpm, 10 min, 21°C). Das Plasma wurde abgenommen und die verbleibenden
Blutbestandteile zusammen mit Lysispuffer (1x) in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben
und 10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach Zentrifugation (1200 g, 10 min, 4°C)
wurde das Pellet mit 10 ml RMPI gewaschen, erneut zentrifugiert und anschlieflend in 1 ml
FACS-Puffer resuspendiert. AnschlieBend kam es zur Verteilung der Suspension auf

Rundbodenrdhrchen.
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Lymphozytenisolierung aus Milz und Lymphknoten

Die entsprechenden Organe wurden unter Zugabe von 4 ml RPMI durch ein Zellsieb mit
100 um Porengrolie in eine Zellkulturplatte (6 Vertiefungen) gegeben und anschliefend mit
Lysispuffer (1x) in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen 10 min bei RT inkubiert. Das Pellet
wurde nach Zentrifugation (1200 g, 10 min, 4°C) mit 10 ml RMPI gewaschen, erneut
zentrifugiert und in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Verteilung

auf Rundbodenrdhrchen.

Lymphozytenisolation aus Dezidua

Beide Uterushérner wurden der Lange nach aufgeschnitten, Plazenten und Embryonen
entfernt. Anschlielend erfolgte die Inkubation der zerschnittenen Deziduastiicke in
Liberasemedium im COj-Inkubator. Nach 60 min kam es zur Inaktivierung der Liberase
durch die Zugabe von Inaktivierungsmedium (Volumenverhaltnis 1:1). Im Folgenden wurden
die Deziduastiicke unter Zugabe von 2 ml RPMI durch ein Zellsieb mit 100 um PorengroRe
und im Anschluss darauf erneut durch ein Zellsieb mit 40 um PorengréRe in eine
Zellkulturplatte (6 Vertiefungen) uberfiihrt. Nach weiteren 30 min Inkubation im CO,-
Inkubator erfolgte die Zentrifugation (1200 g, 10 min, 4°C) der Zellsuspension in einem
15 ml Zentrifugationsrohrchen. Das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml FACS-Puffer

resuspendiert und auf Rundbodenrdhrchen verteilt.

2.2.2.2 Markierung von Zelloberflachenmarkern mittels Antikdrpern

Zur Markierung der Oberflachenmarker von Zellen wurden die zuvor hergestellten
Einzelzellsuspension in Rundbodenrdéhrchen zentrifugiert (1200 g, 10 min, 4°C), der
Uberstand abgenommen und das Pellet anschlieRend mit 100 pl Antikorperlosung
(Verdunnung 1:100 in FACS Puffer) bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Analyse von NKs
erfolgte nach Gabe von FITC-markierten CD122, APC oder PerCP-markierten CD3 und PE-
markierten NK1.1 Antikdrpern. Die Untersuchung von MCs geschah mit Hilfe von PE-
markierten CD177 und FITC-markierten FceRa Antikorpern. Den Negativkontrollen wurden
anstelle der Antikorperlosung 100 pl FACS Puffer zugegeben. Nach 30 min erfolgte die
Zentrifugation der Proben nach Zugabe von 1 ml FACS Puffer (1200 g, 10 min, 4°C). Dem
Pellet wurden 100 pl FACS Puffer zugegeben und die Messung erfolgte im Anschluss.
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2.2.2.3 Auswertung durchflusszytometrischer Daten

Nach Messung der Antikdrper-markierten Zellsuspensionen durch das Durchflusszytometer
erfolgte die Auswertung der Daten mit Hilfe der Cell Quest Pro 4.bf4b Software. Es wurde
der prozentuale Anteil an CD122"CD3 NK1.1" NKs und CD117*FceRo” MCs bestimmit.

2.2.3 Histologie

2.2.3.1 Fixierung von Gewebe

Fixierung von Uteri:

Die Fixierung des Mausuterus erfolgte nach der 1962 entwickelten Methode nach Sainte-
Marie. Nach Entnahme des Uterus wurde dieser in kaltem PBS gewaschen, mit Hilfe von
Kanlen in einer Einbettkassette aufgespannt und in 96 % Ethanol . N. bei 4°C zur Fixierung
gelagert. Am folgenden Tag schloss sich die Entwasserung des Gewebes durch zweistindige
Inkubation in einem auf Eis gelagertem Ethanolbad (100 %) an. Das Ethanolbad wurde dabei
aller 30 min erneuert. Anschlielend erfolgte ein einstiindiges Xylolbad, ebenfalls auf Eis, das
aller 20 min erneuert wurde. Die Proben wurden danach 1h bei RT in Xylol inkubiert.
Hierbei war das Xylol aller 30 min zu erneuern. Die Proben wurden 0. N. in etwa 60°C

warmes, flissiges Paraffin gelegt und am folgenden Tag in Paraffin eingebettet.

Implantationsfixierung:

Der bikorneale Uterus wurde der Maus entnommen. Eine komplette Implantation abgetrennt,
in kaltem PBS gewaschen und in 4 % PFA-LGsung mit Saccharose 6 h bei RT auf dem
Schittler und anschlieRend G. N. bei 4°C in 17 % Ethanol fixiert. Am folgenden Tag wurde
ca. ein Drittel der Implantation mit einem Skalpell entfernt (siehe Abbildung 9) und
verworfen. Dies diente dazu, beim verbleibenden Teil der Implantation eine parallele
Schnittfliche zum Einbetten und Schneiden zu erhalten. Die Inkubation der Implantation
erfolgte zum Zwecke der Entwésserung jeweils 15 min in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(2 x 70 % Ethanol, 1 x 80 % Ethanol, 1 x 95 % Ethanol, 4 x 100 % Ethanol) bei RT unter
Schtteln. AnschlieBend wurde die Uberfithrung in Eindeckkassetten sowie die Inkubation der
Proben in Xylol, welches sowohl mit Ethanol als auch mit Xylol mischbar ist, fur 2 x 25 min
unter Schutteln bei RT durchgefiihrt. Die Lagerung der Proben in flissigem, etwa 60°C
warmen Paraffin fand 0. N. statt.
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Schnittkante
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Abbildung 9: Darstellung der Vorbereitung einer Implantation zur Fixierung und Positionierung bei der
Einbettung in Paraffin. Der bikornealen Uterus wurde dem Versuchstier am Gestationstag 10 entnommen. Eine
einzelne Implantation wurde abgetrennt und nach Fixierung etwa ein Drittel entlang der dargestellten
Schnittkante mit einem Skalpell abgetrennt. Das groflere Stick der zerteilten Implantation wurde mit der

Schnittfliche nach unten mittig auf eine Einbettkassette gelegt und in Paraffin eingebettet.

2.2.3.2 Paraffineinbettung

Die paraffindurchtrankten Gewebe wurden auf einer Warmeplatte mittig in einer mit Paraffin
gefiillten metallischen Einbettkassette ausgerichtet, mit einer Einbettkassette aus Plastik
bedeckt und mit Paraffin aufgefullt. AnschlieBend erfolgte der Transfer auf eine Kiihlplatte.
Nach vollstandiger Abkuhlung konnte die in Paraffin eingebettete Probe aus der metallischen

Einbettkassette entnommen und 0. N. bei -20°C gelagert werden.

2.2.3.3 Schnittpréaparation

Zum Erlangen besserer Schneideresultate erfolgte die Lagerung der Paraffinblocke vor dem
Schneiden (. N. bei -20 °C. Nach Uberfiihrung der gekiihlten Bldcke in die entsprechende
Vorrichtung des Mikrotoms, wurde zunéchst bis zur Mitte der Implantation bzw. des
Gewebes grob geschnitten (20 um Schnittdicke). Anschliefend wurden 5 pm diinne Schnitte
angefertigt, die zur Streckung in ein auf 45°C temperiertes Wasserbad gegeben und
anschliefend auf beschichtete (2 min in 2% (3-Aminopropyl)-triethoxysilane in 98 %
Aceton) Objekttrager Gberfiihrt wurden. Die Trocknung der Objekttrager erfolgte . N. bei
RT.

2.2.3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Charakterisierung der SA kam es zur Entnahme von Implantationen am Gestationstag 10.

Diese wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin-Lésung gefarbt.
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Hierfur wurden die Proben auf den Objekttragern zunéchst durch 2 x 10 min Inkubation in
Xylol deparaffinisiert, um eine Bindung der Farbstoffe an die Zellstrukturen zu ermdglichen.
Im Anschluss wurden die Proben zur Fixierung jeweils 5min in Ethanol verschiedener
Konzentrationen (100 %, 96 %, 75 %) und 5 min in destilliertem Wasser bei RT inkubiert.
Nachfolgend wurden die Proben 2 min in Hamatoxilin-Lésung inkubiert und zweimal kurz in
warmes Leitungswasser getaucht. Hadmatoxilin wurde benutzt, um saure Zellbestandteile, wie
beispielsweise Zellkerne, blau anzufarben. Die anschlieBende Eosinfarbung diente der
Anféarbung von basischen Zellstrukturen, somit wird beispielsweise das Zytoplasma von
Zellen rosa gefarbt. Die Proben wurden 1 min in Eosin-Losung inkubiert, danach kurz in
destilliertes Wasser getaucht. Als ndchstes erfolgte zehnfaches Eintauchen der Objekttréger in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (75 %, 95 %, 100 %). Abschliefend wurden die Proben 2 x
2 min in Xylol inkubiert und mit dem synthetischen Einschlussmedium Roti-Histokitt und
einem Deckglas bedeckt. Die mikroskopische Auswertung der Schnitte erfolgte am folgenden

Tag.

2.2.3.4.1 Spiralarterienanalyse
Nach erfolgter Hamatoxylin-Eosin-Farbung konnten die SA, welche sich in der decidua
basalis der Implantationen befinden (siehe Abbildung 10), durch mikroskopische Vermessung

analysiert werden.

Abbildung 10: Spiralarterien (SA) in der decidua basalis einer Implantation. Der bikornealen Uterus (A)
wurde der Maus am Gestationstag 10 entnommen, eine einzelne Implantation abgetrennt, in Paraffin eingebettet,
5 pm dicke Querschnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin-Lésung gefarbt. In der rot umrandeten decidua

basalis (B) befinden sich die SA, die mikroskopisch vergroRert (C) und vermessen wurden.
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Mit Hilfe eines Lichtmikroskopes und der AxioVision4 Software wurden jeweils der Umfang
der gesamten Arterie sowie der Umfang des Lumens von drei bis zehn SA pro Implantation
von Weibchen am Gestationstag 10 vermessen. Anschliefend wurde der Durchmesser der
gesamten SA sowie der Durchmesser des Lumens bestimmt (siehe Formel 3). Mithilfe der
erhaltenen GrofRen konnte das Wand-zu-Lumen Verhéltnis ermittelt werden (siehe Formel 4).
Des Weiteren konnte die Wanddicke der SA berechnet werden (siehe Formel 5).
AbschlieRend wurden die Mittelwerte der SA Wanddicke bzw. des Wand-zu-Lumen

Verhaltnisses von mehreren SA pro Weibchen sowie pro Versuchsgruppe berechnet.

Formel 3: Formel 4:
Umfang . SA Durchmesser
Durchmesser = Wand-zu-Lumen Verhéltnis =
oL Lumen Durchmesser

Formel 5:

Wanddicke = SA Durchmesser —2Lumen Durchmesser

Eine dickere SA Wand oder ein grolRes Wand-zu-Lumen Verhaltnis ist ein Indikator flr eine
unzureichende Umwandlung der SA im Vergleich zu diinnen Wanden bzw. einem geringen
Wand-zu-Lumen Verhaltnis (siehe Abbildung 11).

A) B)

Wand-zu-Lumen Verhaltnis
optimal
< @ )

suboptimal

Abbildung 11: Schematische Darstellung einer optimalen sowie suboptimalen Spiralarterienumwandlung.
(A) Dickwandige Spiralarterien (SA) werden zu Beginn der Schwangerschaft in dinnwandige Arterien
umgewandelt, um einen optimalen Blutfluss zum Fetus zu gewahren. Dabei kommt es durch einen Abbau der
Wand zu einer VergroRerung des Lumens. Verlauft die Umwandlung suboptimal, bleiben die SA dickwandig
und das Lumen wird nicht im bendétigten Umfang erweitert. (B) Daraus ergibt sich bei optimal umgewandelten
SA mit diinner Wand (griine Pfeile) und groRBen Lumen (lila Pfeile) ein kleineres Wand-zu-Lumen Verhaltnis,

als bei suboptimal umgewandelten, dickwandigen SA mit kleinem Lumen.
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2.2.3.5 Toluidinblau-Farbung und Mastzellauszéahlung

Um die Anzahl an uMCs zwischen verschiedenen Mausstimmen zu vergleichen, wurde die
Toluidinblau-Férbung in Schnittpraparaten von Uterusproben durchgefiihrt, welche am
Gestationstag 5 aus Mdausen entnommen wurden. Bei der Verwendung von Toluidinblau
macht man sich die metachromatischen Eigenschaften des Farbstoffes zunutze, die eine
Differenzierung verschiedener Gewebe ermdglichen. Wahrend sich MC Granula violett
farben, erscheint das umliegende Gewebe blau. Nach der Deparaffinisierung und Fixierung,
wie unter Punkt 2.2.3.4 beschrieben, wurden die Objekttrager mit den sich darauf befindenden
Gewebeschnitten 45 sek in 0,1 % Toluidinblaulésung und danach kurz in destilliertes Wasser
getaucht. Dann erfolgte die Dehydratation durch 10-faches Eintauchen der Objekttrager in
75 %, 95 % und zuletzt 100 % Ethanol. Im Folgenden waren die Proben zweimal fur 2 min in
Xylol zu inkubieren und mit Roti-Histokitt und einem Objektglas zu bedecken. Toluidinblau-
positive, violette Zellen wurden als uMCs identifiziert.

Mit Hilfe eines Durchlichtmikroskopes und eines Okularmikrometers wurden uMCs
ausgezahlt. Das Okularmikrometer besteht aus 10x10 Einzelquadraten, wobei jedes
Einzelquadrat bei Verwendung des 20er Objektives eine definierte GroRe von 60x60 um
aufweist. Dies entspricht einer Gesamtflache von 0.36 mm?. Diese 10x10 Einzelquadrate
wurden an 10 Stellen des Uterus ausgezahlt, anschliefend der Mittelwert gebildet (MW
MCs). Anhand der Auszahlung und der angegebenen GréRen konnte die Anzahl an MCs pro
1 mm? berechnet werden (Formel 6).

Formel 6:

Mastzellen/mm? = (MW MCs) * ZZL mm?
0,36 mm

2.2.3.6 Dolichos Biflorus Agglutinin Lektin-Farbung

Die ldentifizierung von uNKs erfolgte anhand der Farbung von Implantationen, welche am
Gestationstag 10 entnommen wurden, mit DBA Lektin. Das Lektin bindet spezifisch an N-
Acetyl-a-D-Galactosamine, die sich in den zytoplasmatischen Granula sowie auf der
Zellmembran von uNKs befinden. Es ermdglicht, murine uNKs von allen anderen
Lymphozyten zu unterscheiden, da keine andere Zellpopulation eine vergleichbare Reaktivitat
zu DBA Lektin im Vergleich zu uNKs zeigt ®’.
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Bei der in der Arbeit angewandten DBA Lektin-Farbung wird biotinyliertes DBA als
Primarantikorper eingesetzt. Bei der Kopplung von Biotin an DBA macht man sich die starke
Bindung zwischen Biotin und Streptavidin zunutze. Die an den Zweitantikorper Streptavidin
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase katalysiert die Umsetzung des chromogenen Substrates
AEC, welches als braunes Prazipitat ausfallt.

Nach erfolgter Deparaffinisierung und Fixierung wie unter Punkt 2.2.3.4 beschrieben, wurden
die Implantationen auf den Objekttrdgern mit einem Fettstift umrandet und mit 3 % H,0, in
Methanol fur 30 min bei RT in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach einem zweifachen
Waschschritt in 50 mM PBS erfolgte 15 min Avidinblockierung, ein zweifacher Waschschritt
mit PBS und 15 min Biotinblockierung mit erneutem Waschen fur 2 x 5min. Zur
Proteinblockierung wurden die Objekttrager 30 min mit 1 % BSA in 100 mM PBS behandelt.
Die Farbung mit DBA Lektin (Verdinnung 1:150 in 1 % BSA in 100 mM PBS) erfolgte 0. N.
bei 4°C. Die Negativkontrolle wurde anstelle von DBA Lektin mit 1 % BSA in 100 mM PBS
inkubiert. Am né&chsten Morgen wurden die Objekttrdger 2 x 5 min mit PBS gewaschen und
im Anschluss mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)-LOsung fir 30 min inkubiert. Nach 2 x
5 min Waschen wurden die Proben 6 min mit AEC Substrat Chromogen behandelt und erneut
gewaschen. Es erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylinlésung fur 1-2 min, danach die
Objekttrager kurz in warmes Leitungswasser getaucht und anschlieBend mit dem wassrigen
Eindeckmittel Aqua Tex und einem Objektglas bedeckt. Die Analyse erfolgte am darauf
folgenden Tag mit Hilfe eines Lichtmikroskopes. uNKs wurden als DBA Lektin-positive,
braune Zellen identifiziert, mittels eines Okularmikrometers gezahlt und per 1 mm? berechnet

(Vorgehensweise und Berechnung entspricht Formel 6 unter Punkt 2.2.3.5).

2.2.4 Immunhistochemie

Das Prinzip immunhistochemischer Farbungen basiert auf der Reaktivitat verschiedener
Antikorper gegen gewisse Oberflachenstrukturen auf Zellen oder in Geweben, die als Epitope
bezeichnet werden. Die Epitope und die als Erstantikdrper bezeichneten Antikorper, gehen
eine feste Bindung ein. Zweitantikorper, die gegen Strukturen des Primérantikorpers gerichtet
und auflerdem an ein Enzym gekoppelt sind, werden dem Reaktionsansatz zugegeben. Das
Enzym ist in der Lage, ein Substrat umzuwandeln und durch den daraus resultierenden

Farbumschlag als Indikator fir die Lokalisierung des Epitopes zu dienen.
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2.2.4.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine Variante der Immunhistochemie, bei der Fluoreszenzfarbstoff-
markierte Antikorper zur Detektion eines Zielgens verwendet werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Immunfluoreszenz in Proben, welche in Paraffin eingebettet waren,
durchgefiihrt. Nach der Standard-Deparaffinisierung, wie unter Punkt 2.2.3.4 beschrieben,
erfolgte die Antigendemaskierung durch Kochen der Objekttrager in der Mikrowelle (600 W)
fir 10 min in 0.1M Zitratpuffer (pH 6.0) zur Wiederherstellung der Immunreaktivitat der
Proben, welche eventuell nach Paraffin blockiert war. Nach Abkuhlung der Proben wurden
diese mit einem Fettstift umrandet und 3 x 5 min in TBS gewaschen. Fur die Aktinfarbung
glatter Muskelzellen wurden die Proben G. N. bei 4°C mit dem Primérantikorper ,,smooth
muscle actin®“ (Verdinnung 1:50 in 10 % BSA in TBS) inkubiert, anschlieBend gewaschen
und 2 h bei RT mit dem AF555-gekoppelten sekundaren Ziege anti-Maus AK inkubiert
(Verdunnung 1:500 in 10 % BSA in TBS). Zur Féarbung von Implantationsquerschnitten mit
Mcpt5 und DBA Lektin wurden diese 0. N. bei 4°C mit dem Primérantikérper ,,Mcpt5*
(Verdinnung 1:50 in 10 % BSA in TBS) inkubiert. Negativkontrollen wurden mit 10 % BSA
in TBS anstelle der Primarantikdrper inkubiert. Am ndchsten Morgen erfolgte ein dreifacher
Waschschritt mit TBS und eine Inkubation von 2 h bei RT mit dem DyLight 594-gekoppelten
sekundaren Affe anti-Hase AK (Verdunnung 1:500 in 10 % BSA in TBS). Nach einem
erneutem Waschschritt wurden die Proben mit FITC-konjugiertem DBA (Verdinnung 1:50 in
10 % BSA in TBS) fiir 2 h bei RT inkubiert. VECTASHIELD® Einbettmedium mit DAPI zur
Kernfarbung genutzt.

2.2.5 Molekularbiologische Methoden

2.2.5.1 Isolation von RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte aus Deziduaproben, welche zuvor bei -80°C gelagert
waren und folgte dem Prinzip der single-step Methode *°. Hierbei wurden die Proben in ein
2 ml Reaktionsgefal? auf Eis tberflhrt und nach der Zugabe von 1 ml Trizol homogenisiert.
AnschlieBend wurde die RNA unter Zugabe von eiskaltem Chloroform und anschlieRender
Zentrifugation (12000 g, 15 min, 4°C) extrahiert. Im Reaktionsgefal bilden sich drei Phasen,
wobei die obere, wéssrige Phase die RNA enthélt. Diese wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
uberfuhrt, mittels kaltem Isopropanol (im Mengenverhaltnis 1:1) prazipitiert und 4. N. bei -

80°C gelagert. Am folgenden Tag wurde die RNA nach einem zweifachen Waschschritt mit
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eiskaltem 80 % Ethanol (Zentrifugation bei 7500 g, 5 min, 4°C) etwa 7 min bei RT getrocknet

und anschlie3end, je nach GroRe des Pellets, in 11-31 pl RNase-freiem Wasser gelost.

2.2.5.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von RNA

Die Bestimmung der Konzentration sowie der Reinheit der RNA erfolgte in 1:200 in
destilliertem Wasser verdinnten Proben. Die spektrometrische Messung bei einer
Wellenldange von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, diente der
Bestimmung der RNA Konzentration. Die spektrometrische Messung bei einer Wellenlange
von 280nm, dem Absorptionsmaximum von Proteinen, und die anschlieRende
Quotientenbildung der 260 nm/280 nm-Werte diente der Reinheitsbestimmung der Proben.
Angestrebt wurden Werte im Bereich 1,8 bis 2,0. Ein Wert auRerhalb dieses Bereiches zeigte
eine Verunreinigung der RNA Proben mit Proteinen, DNA oder anderen Kontaminationen an

und fuhrte dazu, dass die Probe nicht verwendet wurde.

2.2.5.3 Synthese von komplementarer DNA

Bei der Synthese von komplementdrer DNA (cDNA) diente die Gesamt-RNA als
Ausgangsstoff, um die darin enthaltene mRNA in cDNA umzuschreiben. Bei der cDNA
Synthese wurden 2 pg der Gesamt-RNA bis zu einem Volumen von 18 pl mit RNA-freiem
Wasser aufgeflllt und mit 2 pl Oligo-Desoxy-Thimidin-(oligodT) Nukleotiden 10 min bei
75°C inkubiert. In dieser Zeit fand die Anlagerung der oligodT-Nukleotide an den poly-A
Schwanz der mRNA statt und bildete somit den Startpunkt fur die Verlangerung entlang des
Nukleotidstranges. Es folgte eine Inkubation der Proben auf Eis. Die mit oligo dTs markierte
MRNA wurde anschlieBend fir 30 min bei 37°C mit dNTPs (4 ul, 2.5 mmol/l), DNase |
(2 pl, 2 U/ul) und RNase Inhibitor (0,5 ul, 40 U/ul) in einem Reaktionspuffer (8 ul)
inkubiert. Wahrend dieses Schrittes kam es durch die Aktivitdt der DNase zum Abbau
verbliebener DNA in den Proben. Die DNAse Inaktivierung erfolgte durch Inkubation bei
75°C fur 5 min. Die Proben wurden erneut 2 min auf Eis gelagert. Die cDNA Synthese
erfolgte durch Zugabe des Enzymes Reverse Transkriptase (1 ul, 200 U/ul) und RNase
Inhibitor (1 pl, 40 U/ul) bei 42°C fir 60 min. Nach Inaktivierung der Reversen Transkriptase
bei 94°C fur 5min, schloss sich die Lagerung der cDNA Proben bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C an.
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2.2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur exponentiellen Vervielféltigung
von DNA. Bereits kleinste Mengen des genetischen Erbmaterials reichen aus, um mit Hilfe
von Primern, dem Enzym Taq Polymerase und Nukleotiden in einem entsprechenden Puffer,
spezifische Sequenzabschnitt der DNA zu vermehren. Die Reaktion besteht aus den folgenden
drei Phasen: Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation. Im ersten Schritt, der
Denaturierung, kommt es zum Erwdrmen des Reaktionsansatzes auf Gber 90°C, um die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen der DNA zu I6sen und die Doppelstrange
voneinander zu trennen. Durch die hohe Temperatur wird ebenfalls sichergestellt, dass die
Primer sich nicht zusammenlagern und einzelstrangig vorliegen. Im zweiten Schritt, der
Primerhybridisierung, wird die Temperatur runterreguliert, um die Anlagerung der Primer an
die DNA Einzelstrange zu ermdglichen. Die Temperatur ist abh&ngig von den eingesetzten
Primern und liegt im Normalfall 2°C unter der Schmelztemperatur der Kkurzen
Oligonukleotide. Wahrend der dritten Phase, der Elongation, welche bei 72°C stattfindet,
werden die Primer von der Polymerase mit den Nukleotide komplementar zum Gegenstrang
verlangert. Die drei Zyklen werden mehrfach wiederholt. Die dabei entstandenen Produkte
dienen jeweils als Ausgangsstoff fur den ndchsten Zyklus. Daraus ergibt sich eine
Kettenreaktion, die sich auch im Namen der Methode wiederspiegelt. Die Reaktion findet in
einem Thermozykler statt, der zu einer automatischen Temperaturregulation fahig ist. Am
Ende der Reaktion wird das PCR Produkt mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die
Banden konnen anhand ihrer GrofRe auf das Vorhandensein bestimmter Gene analysiert

werden.

2.2.5.4.1 Echtzeit (real-time) PCR mit der SYBR Green Methode

Die real-time PCR ist eine Variante der PCR, bei welcher fluoreszierende Stoffe eingesetzt
werden, um die Zunahme der PCR Produkte in ,,Echtzeit, d.h. zu jedem Zeitpunkt der
Reaktion, verfolgen zu kénnen. Bei der SYBR Green Methode wird der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green verwendet, welcher sich in doppelstrangige DNA einlagert. Die Fluoreszenz
steigt proportional zur entstandenen Menge an doppelstrangiger DNA, wodurch die Menge an
gebildetem Produkt zu einem jedem Zykluszeitpunkt ermittelt und auf die Ausgangsmenge an
DNA geschlossen werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde die real-time PCR genutzt, um die aus mRNA

umgeschriebene cDNA zu vervielféltigen und somit die Ausgangsmenge an mRNA zu einen
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bestimmten Zeitpunkt der Tréchtigkeit zwischen verschiedenen Mausstammen zu
vergleichen, um Unterschiede in der Genexpression zu analysieren.

Zur Kiuhlung fand die Vorbereitung der Proben auf Eis statt. Zu 1 pl cDNA (1 pg) wurden
6,5 ul SYBRGreen PCR Mastermix, 2 pl RNAse freies Wasser, 3 pl Mcpt5 Primermix und
0,5 ul Fluorescein (50 nM) in eine Vertiefung einer PCR Platte (96 Vertiefungen) gegeben.
Den Negativkontrollen enthielten 1 pul Wasser anstelle von cDNA. Alle Ansétze wurden in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Reaktionszyklen der PCR sind Tabelle 2 zu

entnehmen. Zur relativen Quantifizierung wurde B-Actin als Referenzgen mitgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete PCR Zyklen. Dargestellt sind die verschiedenen Zyklen wéhrend der PCR unter
Angabe von Temperatur, Zeit und Anzahl der Zyklen.

Bezeichnung Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 30s
Hybridisierung 60°C (Mcptl, Mcptb) 45s
55°C (Mcpt6) 40
56°C (MMP9)
Elongation 72°C 30s
Finale Denaturierung 95°C 1 min 1

2.2.5.4.2 Auswertung der real-time PCR-Expressionsanalysen

Die Auswertung der Expressionsdaten erfolgte mit Hilfe der relativen Quantifizierung. Dabei
wird die Expression des zu untersuchenden Zielgens auf die Expression eines Uberall
gleichermalien exprimierten Referenzgens, in diesem Fall 3-Actin, bezogen. Zunéchst werden
die Ct-Werte (cycle treshold, Schwellenwert-Zyklus) vom Ziel- als auch vom Referenzgen
ermittelt. Der Ct-Wert zeigt den Beginn der exponentiellen Phase an, in der die Fluoreszenz
der gebildeten PCR Produkte die Hintergrundfluoreszenssignale erstmals signifikant
ubersteigen. Anschlielend kommt es zur Normalisierung der Expressionswerte des zu
untersuchenden Zielgens und der Expressionswerte des Referenzgenes durch Subtraktion des
Ct-Wertes des Referenzgenes vom Ct Wert des Zielgens (Formel 7). Im Anschluss ist es
moglich, die relative Expression des Zielgens zu berechnen (Formel 8). Vorteil der relativen
Quantifizierung ist der Ausgleich von Abweichungen der RNA Ausgangsmenge in den

Proben.
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Formel 7: Formel 8:

{ACt = CiZielgen — C; Referenzgen } { Relative Expression= 274 }

2.2.5.5 Isolation von Proteinen

Zur lsolation von Proteinen aus Deziduaproben, welche zuvor bei -80°C gelagert waren,
wurden diese mit Lysispuffer versetzt. Die Menge an Lysispuffer wurde dabei so gewahlt,
dass das jeweilige Gewebe bzw. das Zellpellet gerade vom Puffer bedeckt war. Sofort nach
Pufferzugabe wurden die Zellen mittels Ultraschallnomogenisator aufgeschlossen. Hierfur
wurden die Proben 2 x 5 sec beschallt und zwischen den beiden Zyklen im Eisbad gekdhlt.
Nach weiteren 60 min Inkubation auf Eis und anschlieBender Zentrifugation (12000 rpm,
20 min, 4°C), wurden die Uberstande abgenommen und {. N. in einem 1,5 ml Reaktionsgefaf
bei -80 °C gelagert.

2.2.5.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte basierend auf der 1976 entwickelten
Methode nach Bradford mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assay *°. Die Funktionalitét des Bio-
Rad Protein Assay basiert auf dem Farbumschlag von Coomassie Brillantblau G-250 in Folge
verschiedener Proteinkonzentrationen. Es wurden jeweils 10 ul der zuvor 1:100 mit
destilliertem Wasser verdunnten Proteine in Doppelbestimmung auf eine Flachbodenplatte
(96 Vertiefungen) pipettiert. Ebenfalls wurde eine BSA Standardreihe (1 mg/ml; 0,5 mg/ml;
0,25 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,025 mg/ml; 0,01 mg/ml) erstellt, hierflir BSA im
entsprechenden Verhaltnis mit destilliertem Wasser verdiinnt. Von jedem Standard wurden
ebenfalls 10 ul in Doppelbestimmung in Vertiefungen der Flachbodenplatte gegeben. Sowohl
zu den Standards, als auch zu den Proben wurden jeweils 200 pl einer mit destilliertem
Wasser 1:5 verdinnten, steril filtrierten Bio-Rad Farbstoff-Konzentrat-L6sung gegeben. Pure
Bio-Rad Farbstoff-Konzentrat-Ldsung diente als Blank. Im Anschluss an eine Inkubation bei
RT fir 5min erfolgte die photometrische Messung der Proben bei 595 nm, dem
Absorptionsmaximum des im Bio-Rad Protein Assay enthaltenen Farbstoffes. Die

Proteinkonzentration wurde im Folgenden anhand der BSA Standardkurve ermittelt.
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2.2.5.7 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Ubertragung von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen aus einem Gel auf eine Membran, zum Zwecke der Detektion der Proteine mit

spezifischen Antikorpern.

2.2.5.7.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacryladmid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) ist eine Variante der Gelelektrophorese,
die es ermdglicht, Proteine im elektrischen Feld aufzutrennen. Als Trennmedium wird dabeli
ein Gel aus Polyacrylamid genutzt, das je nach eingesetzter Acrylamidkonzentration eine
netzartige Struktur mit unterschiedlicher PorengréRRe ausbildet. TEMED wird als Katalysator,
APS als Radikalstarter fiir die Polyacrylamid-Polymerisation eingesetzt. Das Detergenz SDS
wird verwendet, um die Eigenladung der Proteine mit negativen Ladungen zu uberdecken, um
bei der Denaturierung wéhrend der Probenvorbereitung eine Abstoflung zwischen den
negativen Ladungen und somit eine effektivere Streckung des Proteins zu erreichen.
AuBerdem ermdglicht erst das Vorhandensein negativer Ladungen die Wanderung der
Proteine im elektrischen Feld. In Abhéngigkeit von der PorengroRe des Polyacrylamidgels
wandern kleinere Proteinbestandteile schneller, groRere Proteinbestandteile langsamer im Gel
und werden so aufgrund ihrer Grélie aufgetrennt.

In dieser Arbeit wurde die SDS-PAGE verwendet, um die aus Deziduaproben isolierten
Proteingemische aufzutrennen und anschlielend mittels Western Blot und Proteindetektion
auf das Vorhandensein bestimmter Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt der Trachtigkeit
zwischen verschiedenen Tierstammen zu vergleichen.

Nach Zusammenbau der Gelapparatur wurde das 12 % Trenngel entsprechend der Angaben in
Tabelle 3 hergestellt und mit einer Pasteurpipette zwischen zwei Glasscheiben gegeben, die
durch Abstandshalter definierter Grofie voneinander getrennt sind. Zum Erreichen einer
geraden Gelkante kam es zur Uberschichtung der Gelmasse mit Isopropanol. Nach
Auspolymerisierung wurde das Isopropanol abgegossen, das Sammelgel entsprechend Tabelle
3 hergestellt und mit einer Pasteurpipette auf das Trenngel gegeben, anschlieBend der
Probenkamm in dem noch flissigen Gel platziert und erst nach Auspolymerisierung des
Sammelgels wieder aus diesem herausgezogen. Je 50 pg der isolierten Proteinproben wurden
mit SDS Probenpuffer und entsprechender Menge destilliertem Wasser in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal versetzt und 5 min bei 99°C gekocht, um die Wasserstoffbriickenbindungen

aufzuspalten und anschlieBend sofort auf Eis abgekihlt. Die Elektrophoreseapparatur wurde
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mit Elektrophoresepuffer befiillt, anschliefend Luftblasen unter dem Gel mit einer Spritze
entfernt und die Taschen, die sich durch den Probenkamm im Sammelgel gebildet haben, mit
Elektrophoresepuffer gespdlt. In die Taschen wurden anschlieRend je 30 pl der Proben bzw.
8 ul Western Blot Marker pipettiert, die Kammer wurde geschlossen und der Strom angelegt.
Zunéchst erfolgte eine 15 min Sammlung der Proben im Sammelgel bei einer elektrischen
Spannung von 80V, anschlieBend wurden die Proben bei 100V etwa 2-3h im Gel
aufgetrennt.

Tabelle 3: Ansetzen des Trenn- und Sammelgels flr die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese. Dargestellt ist die Zusammensetzung eines 12 % Trenngels sowie eines Sammelgels. Die

Angaben beziehen sich auf die Herstellung von einem Gel.

Reagenz 12 % Trenngel (ul) Sammelgel (ul)

Dest. Wasser 4900 3400
Tris-HCL 1,5 M pH= 8,8 3700 ]
Tris-HCL 1,0 M pH=6,8 - 630
Acrylamid/ Bis- Acrylamid-Ldsung 30 % 6100 830

SDS 10% 150 50
TEMED 12 5

APS 10% 150 50

2.2.5.7.2 Blotting

Zunachst wurde eine Nitrocellulose Membrane (Porengrofie 0,45 um) durch Inkubation in
Methanol (30 sek) aktiviert, dann in destilliertem Wasser (2 min) und Transferpuffer (bis zur
weiteren Verwendung) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Stapelung folgender Materialien
in einer Blotkassette, welche sich in einem mit Transferpuffer gefiillten Gefall befand:
Blottschwamm, drei Schichten Filterpapier, die aktivierte Membran, das Polyacrylamidgel
mit den aufgetrennten Proteinen, drei Schichten Filterpapier, Blottschwamm. Die Blotkassette
wurde geschlosssen und in die mit Transferpuffer gefiillte Blotapparatur, welche sich auf
einem Eisbad befand, hineingesteckt. Nach Anlegen des Stromes erfolgte die Ubertragung der
Proteine bei einer Dauer von 2 h bei 80V von dem Polyacrylamidgel auf die Membran.

AnschlieBend wurde die Membran 5 min in TBS gewaschen.
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2.2.5.7.3 Detektion elektrophoretisch aufgetrennter Proteine

Zur Blockierung der nichtspezifischen Bindungen wurde die Membran mit den
elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen 1 h in 5 % Milchpulver in TBS inkubiert. Danach
wurde sie 3 x 5 min mit TBS/Tween gewaschen und 0. N. bei 4°C mit dem Erstantikorper
»Mastzell Chymase” (Verdiinnung 1:200 in TBS) inkubiert. Um unspezifische
Antikdrperbindungen zu entfernen, wurde die Membran gewaschen. AnschlieBend wurde sie
fir 1 h bei RT mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper Ziege anti-
Maus 1gG (Verdunnung 1:5000 in TBS) oder Ziege anti-Hase 1gG (Verdinnung 1:10°000 in
TBS) inkubiert, der gegen den Erstantikorper gerichtet ist. Nach einem letzten Waschschritt
wurde die Membran im Geldokumentationsgerat platziert und mit Immobilon Western
Chemilumineszenz HRP Substrat vollstandig bedeckt. Das Enzym Peroxidase oxidiert das
Luminol-enthaltende Substrat, es kommt zur Emission von Licht, welches anschlieRend mit
der Kamera des Geldokumentationsgerates detektiert werden kann. Die Auswertung der
Intensitat der verschiedenen Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der Gen 5 TM Data Analysis

Software.

2.2.6 Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturtechniken erfolgten unter sterilen Bedingungen durch die Benutzung einer
Sicherheitswerkbank. Die Materialen wurden vor dem Gebrauch autoklaviert und kurz vor

dem Einsatz durch Bespriihen mit 70 % Ethanol desinfiziert.

2.2.6.1 Auftauen und Einfrieren von Zelllinien

Auftauen:

Zum Auftauen einer Zelllinie wurde ein Kryorohrchen, welches die Zellen beinhaltet, aus
dem flussigen Stickstoff entnommen, im 37°C temperierten Wasserbad aufgetaut,
anschliefend in 10 ml entsprechendes Kultivierungsmedium gegeben und zentrifugiert
(1200rpm, 10 min, 21°C). Der Auftauprozess sollte schnell durchgefiihrt werden, um
unnotigen Stress fir die Zellen zu vermeiden. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in
1 ml Kultivierungsmedium resuspendiert, in eine Zellkulturflasche mit 9 ml vorgewarmten
Kultivierungsmedium gegeben und im CO,-Inkubator kultiviert. Am folgenden Tag war das

Medium zu erneuern, um tote Zellen zu entfernen.
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Einfrieren:

Bevor Zellen eingefroren werden, sollten sie sich in der exponentiellen Wachstumsphase
befinden. Die Vorgehensweise beim Einfrieren unterscheidet sich zwischen Suspensions- und
adhérenten Zellen. Adhéarenten Zellen entnimmt man das Medium, anschlieBend werden sie
zweimal mit PBS gewaschen und mit 8 ml warmer 0,05 % Trypsin/EDTA-L6sung (verdinnt
in PBS) 3-5 min bei 37°C inkubiert. Das Trypsin bewirkt das Spalten der Peptidbindungen
zwischen den Zellen und ein Abldsen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche. Um die
Zellen nicht zu schadigen, sollte die Inkubation lediglich so kurz wie nétig durchgefihrt und
per Sichtkontrolle unter dem Mikroskop Uberpruft werden. Nach diesen Schritten wurde die
durch Trypsin/EDTA-L6sung geldste Zellsuspension in 10 ml warmes Kultivierungsmedium
gegeben und zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 21°C). Suspensionszellen wurden im Vergleich
zu adhérenten Zellen direkt aus der Zellkulturflasche in ein Zentrifugenréhrchen gegeben und
durch Zentrifugation (1200 rpm, 6 min, 21°C) mit PBS gewaschen. Die folgenden Schritte
wurden gleichermaRen fiir adharente als auch Suspensionzellen durchgefiihrt: der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet in kaltem Einfriermedium aufgenommen, in ein
Kryoréhrchen tberfahrt und in einem mit Isopropanol gefullten Gefrierbehalter etwa 24 h bei
-80°C langsam eingefroren. Ab dem folgenden Tag kam es zur Uberfilhrung der
Kryordhrchen in fllssigen Stickstoff (-196°C).

2.2.6.2 Kultivierung und Subkultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung von adhérenten C57BL/6 Maus primdren uterinen glatten Muskelzellen
erfolgte in Gelatin-beschichteten T75 Zellkulturflaschen (75cm? Wachstumsflache). Die
Suspensions-MC-Linien MC/9 bzw. HMC1 wurden auf unbeschichteten T75
Zellkulturflaschen kultiviert, das Medium aller zwei bis drei Tage erneuert. Das
Zellwachstum unterlag einer taglichen Kontrolle. Die Subkultivierung von adhdrenten Zellen
von einer auf mehrere Kulturflaschen erfolgte bei einer Konfluenz von 70-80 %. Hierflr
erfolgte die Abnahme des Mediums, zweifaches Waschen der Zellen mit PBS und
trypsinieren der Zellen, wie unter Punkt 2.2.6.1 ,FEinfrieren” beschrieben. Nach der
Zentrifugation (1200 rpm, 10 min, 21°C) wurden die Zellen je nach Bedarf auf mehrere
Zellkulturflaschen, mit vorgelegtem, warmem Medium, aufgeteilt. Zur Subkultivierung von
Suspensionszellen wurden diese in ein Zentrifugenrohrchen gegeben, mit PBS gewaschen
(Zentrifugation: 1200 rpm, 10 min, 4°C) und anschlieBend ebenfalls je nach Bedarf auf

mehrere Zellkulturflaschen aufgeteilt.

63



Material und Methoden

2.2.6.3 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die entsprechenden Zellsuspension in ein
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4°C), der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. Anschlielend wurde die Zelllsung
mit Trypanblau verdunnt (je nach Zelldichte beispielsweise 1:10, 1:100 oder 1:1000), um
zwischen lebenden und toten Zellen zu unterscheiden. Wahrend lebende Zellen den Farbstoff
aufgrund ihrer intakten Zellmembran nicht aufnehmen und im Mikroskop weil’ erscheinen,
erscheinen tote Zellen im Mikroskop dunkelblau, da Trypanblau durch die zerstérte Membran
eindringt. Etwa 20 pl der hergestellten Zellsuspension-Trypanblau-Ldsung wurden in den
Zwischenraum einer mit einem Deckglas bedeckten Neubauer- Zahlkammer gegeben. Unter
dem Lichtmikroskop erfolgte die Auszaéhlung der lebenden Zellen auf vier durch ein
Liniennetz abgegrenzten Z&hlquadraten und die Berechnung der Zellzahl pro ml (siehe
Formel 9). Hierfir wird der Mittelwert der lebenden Zellen der vier Z&hlquadrat bestimmt
(M), mit dem Verdiinnungsfaktor (VF) mit welchem die Zellsuspension verdinnt wurde, dem
Volumen (V) in welchem sich die Zellen befinden sowie mit dem Faktor 10* multipliziert.
Die Flache der 4 Zahlquadrate ist 1 mm? groB. Durch Auflegen des Deckglaschens ergibt sich
ein Raum mit einem definierten Volumen von 0,1 mm® was 0,1 pl entspricht. Erst die
Multiplikation mit dem Faktor 10* ergibt somit die Zellzahl pro ml (10* x 0,1 pl = 1 ml).

Formel 9:

[ Zellzahl (Zellen/ml) = M x VF x V x 10* }

2.2.6.4 Kokultur uteriner glatter Muskelzellen mit der MC/9-Mastzelllinie

Um zu untersuchen, ob Mcpt5-kompetente Zellen in der Lage sind, die Apoptose von uterinen
glatten Muskelzellen zu beeinflussen, wurden primare uterine glatte Muskelzellen mit der
MC-Linie MC/9 kokultiviert. Die Kokultivierung erfolgte in einem Transwellsystem, um
einen direkten Kontakt zwischen den Zellen auszuschlieBen und die Untersuchung auf die
Wirksamkeit von l6slichen Faktoren zu begrenzen. Um die Aktivitdt von Chymasen in einem
Kontrollansatz zu unterdriicken, erfolgte die Kokultivierung in Anwesenheit von “Inhibitor
from Glycine max (SBTI)“, welches als Chymase-Inhibitor eingesetzt wird *"*"*. Es wurden
50000 glatte Muskelzellen in 2 ml Kultivierungsmedium in je eine Vertiefung einer Gelatin-

beschichteten Zellkulturplatte (6 Vertiefungen) gegeben und G. N. im CO,-Inkubator
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inkubiert. In dieser Zeit war es den Zellen mdglich, auf der Platte anzuwachsen. Am
folgenden Tag wurde das Kaultivierungsmedium fir glatte Muskelzellen vorsichtig
abgenommen und durch 2ml MC/9 Kultivierungsmedium ersetzt. Nach Einlegen des
Zellkultureinsatzes (Porengroe 1 um) wurden 50000 MC/9 Zellen in 2ml MC/9
Kultivierungsmedium mit oder ohne STBI (100 pug/ml) hinzugefiigt. Als Kontrollen wurden
glatte Muskelzellen allein oder unter Zugabe von STBI (100 pg/ml) kultiviert. Die Ansétze
erfolgten in Duplikaten und wurden 48 h im CO,-Inkubator gelagert (Abbildung 12).

Zellkulturplatte Zellkultureinsatz Transwellsystem
H — EEZ
Medium | SO IEREE |

i‘
|

STBI | 36E-a0eabe-2de |
uSMs

?‘
]

MC/9 | SOE-SOEI0ES0F |
c o —
MC/9 + STBI 2te-20w 200 0 |

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Kokultivierung uteriner glatter Muskelzellen (uSMs) und
MC/9 Zellen unter Anwendung des Transwellsystems. Adhérente uSMs wurden in Zellkulturplatten ausgeséat
und 0. N. im CO,-Inkubator gelagert. Am néachsten Morgen erfolgte deren Kultivierung in An- oder
Abwesenheit des Chymase-Inhibitors “Inhibitor from Glycine max* (SBTI) mit Mcpt5-exprimierenden MC/9
Mastzellen unter Verwendung eines Transwellsystems (Porengroe des Zellkultureinsatzes: 1 pm). Als
Kontrollen dienten mit Medium oder STBI kultivierte uSMs, ohne MC/9 Zellen. Nach 48 h erfolge die
durchflusszytometrische Analyse auf Annexin V-positive uSMs zur Bestimmung des prozentualen Anteils

apoptotischer uSMs.
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2.2.6.5 Apoptosedetektion mittels Annexin V- Farbung

Nach 48 h Kokultivierung der uterinen glatten Muskelzellen mit der Mcpt5-kompetenten
MC/9-Mastzelllinie, wurden die Zellkultureinsatze mit den sich darin befindenden MC/9
Zellen verworfen und das verbleibende Medium aus der Zellkulturplatte, welches vom Boden
abgeloste, apoptotische Zellen enthielt, je Ansatz in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Anschlielend wurden die uterinen glatten Muskelzellen trypsiniert, zu den
zugehorigen Medien in das 15 ml Zentrifugenréhrchen gegeben und mit kaltem PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 50 pl Bindungspuffer wurden die Zellsuspensionen auf zwei
Rundbodenrohrchen aufgeteilt und zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 21°C). Ein Rohrchen
diente jeweils als ungefarbte Negativkontrolle, das andere Roéhrchen wurde mit 1,25 pl
Annexin V sowie 1,25 ul Propidiumiodid gefarbt. Der Negativkontrolle wurde anstelle der
Farbung 2,5 pl Bindungspuffer zugegeben. Beide Réhrchen wurden gevortext und 15 min in
Dunkelheit bei RT inkubiert. Abschlielend wurden jeweils 100 pl Bindungspuffer zugegeben
und die Zellen mittels Durchflusszytometer analysiert. Annexin V-positive Zellen wurden als

apoptotische Zellen identifiziert.

2.2.7 Statistik

Die statistische Analyse der in der Arbeit dargestellten Daten erfolgte mit Hilfe von GraphPad
Prism5 (GraphPad Software). Die Datentestung auf Normalverteilung erfolgte mit dem
D"Agostino Pearson-Omnibus Test. In Abhangigkeit von ihrer Verteilung wurden sie als
Median oder Mittelwerte + SEM dargestellt und mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-
Whitney-U Testes oder des parametrischen ungepaarten t-Testes auf Signifikanz untersucht.
Durchflusszytometrie-, Implantations-, Abort-, real-time PCR-und Western Blot-Daten
wurden mittels Mann-Whitney-U Test analysiert und der Median wurde dargestellt. Zur
Berechnung der Anzahl uMCs und uNKs wurde der Mittelwert mehrerer Auszdhlungen
bestimmt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem ungepaartem t-Test
untersucht. Bei der histologischen Untersuchung der SA wurde der Mittelwert der
Durchmesser von Wand bzw. Lumen von drei bis zehn SA pro Weibchen ermittelt, die
Wanddicke sowie das Wand-zu-Lumen Verhéltnis berechnet. Anschlielend wurde der
ungepaarte t-Test verwendet, um gruppenspezifische Unterschiede zu untersuchen. Die
systolischen und diastolischen Blutdruckkurven zeigen jeweils den Mittelwert aller in der
Gruppe untersuchten Mduse an einem bestimmten Gestationstag. Unterschiede zwischen den

Gruppen wurden mit dem ungepaarten t-Test analysiert. Die Gewichtsdaten zeigen die Werte
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einzelner Plazenten, Feten und Nachkommen. Der FPI-Wert stellt die Korrelation eines
einzelnen Fetus mit seiner zugehdrigen Plazenta dar. Die Daten wurden mittels ungepaartem
t-Test ausgewertet. Bei dem Kokultivierungsversuch von glatten Muskelzellen und MC/9
Zellen wurde der Mittelwert aus den Duplikaten gebildet. Insgesamt wurde der Versuch
dreimal durchgeflhrt und ebenfalls mit dem ungepaartem t-Test analysiert. Die Anzahl der
Versuche, der Proben oder der verwendeten Tiere, sowie der jeweils genutzte statistische Test
und das Signifikanzniveau (*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001) ist in jeder Abbildungslegende

angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Gegenregulation uteriner Naturlicher Killerzellen

und uteriner Mastzellen

Eine uneingeschrankte Entwicklung des Nachwuchses wird durch das fein modulierte
immunologische Milieu der Mutter wahrend der Schwangerschaft ermdéglicht. Ein geregeltes
Zusammenspiel von Immunzellen und deren Mediatoren an der feto-maternalen Grenzflache
sind dabei unentbehrlich. Stérungen kdénnen weitreichende Auswirkungen fir Mutter und
Fetus haben. Studien unserer Arbeitsgruppe ergaben Hinweise auf eine mdgliche
Gegenregulation von uMCs und uNKs an der Grenzflache von Mutter zu Fetus. So wiesen
C57BL/6J-Kit" "W (wW-sh) Mause % die unter anderem durch MC-Defizienz
charakterisiert sind, eine erhdhte Anzahl an uNKs in der Dezidua auf **°. Diese mégliche
Gegenregulation von uNKs und uMCs wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit
untersucht. Hierfir wurden uMCs in C57BL/6NTac-IL15™'™N5 (IL15") Méusen, die eine
genetische Defizienz fur IL15 aufweisen und sich unter anderem durch die Abwesenheit von
NKs auszeichnen “®, untersucht. Zuvor wurde die Abwesenheit von pNKs und uNKs in den

Méusen uberprift und verschiedene Schwangerschaftsparameter untersucht.

3.1.1 IL-15-Defizienz fuhrt zu einer drastischen Reduktion peripherer und zum

Verlust uteriner Naturlicher Killerzellen

Die in der Literatur beschriebene extreme Reduktion von NKs in 1L157 Mausen "® macht
diese zu einem interessanten Versuchsmodell, um die Gegenregulation von NKs und MCs zu
untersuchen. Zundchst wurde die Menge an NKs in IL15-defizienten M&usen gepruft. Dafiir
kam es zur durchflusszytometrischen Analyse des Anteils an pNKs systemisch im Blut sowie
in den sekundaren lymphatischen Organen Milz, den mesenterischen und inguinalen LK. Die
Ergebnisse zeigen, dass IL15-defiziente Weibchen im Vergleich zu C57BL/6N Weibchen
sowohl am Gestationstag 5, als auch am Gestationstag 10 einen signifikant geringeren
prozentualen Anteil an CD122°CD3 NK1.1" pNKs aufwiesen, der nahezu bei 0 % lag. Dies
konnte fur alle untersuchten Proben gezeigt werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: IL-15-defiziente Mause weisen eine signifikant geringere Anzahl an peripheren NKs
(pPNKs) im Vergleich zur C57BL/6N Kontrollgruppe auf. Mit Hilfe durchflusszytometrischer Messungen
wurde der prozentuale Anteil an CD122°CD3 NK1.1" pNKs an den Gestationstagen 5 und 10 in Blut (A), Milz
(B), mesenterischen (C) und inguinalen Lymphknoten (D) von BALB/c verpaarten C57BL/6N (n=6) und
IL-15" (n = 6) Weibchen untersucht. Dargestellt sind die Werte einzelner Tiere sowie die Mediane der Werte.
Der Mann-Whitney-U-Test kam fur die statistische Auswertung zur Anwendung (**p<0,01).

Nach Feststellung des Anteils an pNKs, kam es im Folgenden zur Untersuchung der Mause
auf das Vorhandensein von uNKs. Dazu wurden Implantationsschnittprdparate vom
Gestationstag 10 mit DBA-Lektin angefarbt. Implantationen von C57BL/6N M&usen zeigten
im Bereich der decidua basalis eine Vielzahl an braun geféarbten, als uNKs identifizierbare
Zellen (Abbildung 14A). Im Gegensatz dazu wiesen Implantationen von IL157 Weibchen
keine einzige DBA-positive Zelle auf (Abbildung 14B). Die Ergebnisse bestatigen eine
extreme Reduktion von pNKs sowie die vollstandige Abwesenheit von uNKs in IL15-
defizienten M&usen im Vergleich zu C57BL/6N Mé&usen.
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Abbildung 14: Implantationen von IL15-defizienten Weibchen besitzen keine Dolichos biflorus agglutinin
(DBA)-positiven uterinen NKs (UNKSs). Reprasentative Implantationen von C57BL/6N (A) und IL-15" (B)
Maéusen nach DBA-Lektin Farbung an Gestationstag 10. uNKs sind im Bereich der decidua basalis (gestrichelte
Linie) angesiedelt und anhand ihrer braunen Féarbung identifizierbar.

3.1.2 IL-15-defiziente Mause zeigen eine vergleichbare Implantations- und
Abortrate zur Kontrollgruppe

Am Gestationstag 10 wurde die Anzahl an Implantationen und die Abortrate von WT und IL-
15-defizienten Tieren ermittelt. Die 1L-15-defiziente VVersuchsgruppe wies eine vergleichbare
Implantationsrate im Vergleich zu der IL15-kompetenten Versuchsgruppe auf (Abbildung
15A). Die Abortrate war ebenso vergleichbar in beiden Gruppen (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Vergleichbare Anzahl an Implantationen und Aborten in C57BL/6N und IL15-defizienten
Tieren. Dargestellt ist die Anzahl an Implantationen (A) sowie die Abortrate (B) von BALB/c verpaarten
C57BL/6N (n = 7) und IL15™ (n = 6) Weibchen am Gestationstag 10. Gezeigt ist der Median der Einzelwerte der
Tiere. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Mann-Whitney-U Test (keine Signifikanz).
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3.1.3 Eingeschrankte Umwandlung der Spiralarterien in IL-15-defizienten,

trachtigen Mausen

Im néchsten Schritt der Arbeit wurde gepruft, ob sich die 1L15-Defizienz, verbunden mit der
Abwesenheit von NKs, auf die Umwandlung der SA auswirkt. Eine Umwandlung der zu
Beginn der Schwangerschaft dickwandigen, Kkleinlumigen Arterien in dinnwandige,
grolRlumige Arterien ist von enormer Bedeutung. Nach einer effizienten Umwandlung kann

die bis zu zehnfache Menge an Blut %

, Wwelches wichtige N&hrstoffe sowie den
lebensnotwenigen Sauerstoff beinhaltet, von der Mutter zum Fetus transportiert werden. Zur
Analyse der SA wurden Schnittpréparate von Implantationen mit Hamatoxylin-Eosin geféarbt,
Umfang und Lumen von drei bis zehn SA pro Weibchen am Gestationstag 10 vermessen und
das Wand-zu-Lumen Verhaltnis ermittelt. Das SA Wand-zu-Lumen Verhéltnis von IL15-
defizienten Weibchen war verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abbildung
16A) und deutet somit auf eine ineffiziente SA Umwandlung hin. Die Abbildung 16B zeigt
Ausschnitte aus der decidua basalis von Héamatoxilin-Eosin-gefarbten
Implantationsquerschnitten, mit deutlich dickwandigeren, kleinlumigen SA in IL15-
defizienten Tieren im Vergleich zu WT (i, iv). Weiterhin dargestellt sind
von glatten Muskelzellen exprimiert und als Indikator fiir die Schichtdicke glatter
Muskelzellen genutzt wird. Eine dicke glatte Muskelzellschicht deutet ebenfalls auf eine
unzureichende SA Umwandlung hin (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: IL15-defiziente M&use besitzen im Vergleich zum WT signifikant schlechter umgewandelte
Spiralarterien (SA). Am 10. Trachtigkeitstag wurde jeweils der Umfang des Lumen und der Umfang der
gesamten SA von 3-10 SA von BALB/c verpaarten C57BL/6N (n = 6) und IL15" (n = 5) Mausen gemessen, die
Durchmesser von Lumen und Arterien bestimmt. Aus diesen Werten konnte das SA Wand-zu-Lumen Verhéltnis
(A) berechnet werden. Abgebildet sind die Mittelwerte mit SEM der Mittelwerte der SA der Tiere einer Gruppe,
sowie die statistische Signifikanz, die durch paarweisen Vergleich mit dem ungepaarten t-Test ermittelt wurde
(*p<0,05). (B) Dargestellt sind reprasentative Bilder von Hamatoxylin-Eosin-gefarbten (i, iv, Messbalken =
50 um), sowie gegen das  Aktin  glatter = Muskelzellen  fluoreszenzgefarbten  (ii, v,
Messbalken = 20 um) und mit DAPI Oberlagerten (iii, vi, Messbalken = 20 um) Implantation im Bereich der

decidua basalis, in welchem SA zu erkennen sind.

3.1.4 1L-15-defiziente Mause entwickeln keinen Bluthochdruck wahrend der
Schwangerschaft

Probleme bei der SA Umwandlung sind charakteristisch fir hypertensive

21,24

Schwangerschaftserkrankungen und fetale \Wachstumsretardierung Aufgrund der

eingeschrankten SA Umwandlung in IL15-defizienten Tieren wurde der Blutdruck trachtiger
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Weibchen wéhrend der gesamten Schwangerschaft aller zwei Tage dokumentiert. Die
systolischen Blutdruckwerte 1L15-defizienter Mause waren ab Gestationstag 4 im Vergleich
zu C57BL/6N Mausen signifikant erhoht, jedoch wiesen die Tiere zu keinem Zeitpunkt der
Tréachtigkeit Bluthochdruck (>140 mmHg) auf (Abbildung 17).
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Abbildung 17: IL15-defiziente Mduse weisen keinen Bluthochdruck wéhrend der Schwangerschaft auf.
Gezeigt sind die systolischen (A) und diastolischen (B) Blutdruckwerte von BALB/c verpaarten IL15" (n = 5)
vs. C57BL/6N (n=5) Weibchen. Die Messung des Blutdruckes erfolgte jeden zweiten Tag zwischen
Gestationstag 0 bis 18. In der Abbildung sind die Mittelwerte mit SEM aller Tiere einer Gruppe dargestellt. Der

ungepaarte t-Test wurde fiir die statistische Auswertung verwendet (*p<0,05; **p<0,01).

3.1.5 Der Feto-Plazentare Index ist in Mausen von IL-15-defizienten Mittern

signifikant geringer als in der Kontrollgruppe

Die defekte SA Umwandlung tréchtiger IL15-defizienter Weibchen war nicht mit
Bluthochdruck verbunden. Um den Einfluss der IL-15 Defizienz auf das Wachstum der Feten
bzw. der Plazenta zu untersuchen, wurde am Gestationstag 18, kurz vor Ende der
Trachtigkeit, das Gewicht von Feten und Plazenten bestimmt und der FPI, der das Gewicht
jedes Fetus mit seiner zugehorigen Plazenta Kkorreliert, berechnet. Wahrend beide
Versuchsgruppen keine Unterschiede im fetalen Gewicht zeigten (Abbildung 18A), lieR sich
ein signifikant hoheres Plazentagewicht (Abbildung 18B) in IL15-defizienten Tieren im
Vergleich zu den Kontrolltieren feststellen. Der FPI IL15-defizienter Mduse war dadurch

signifikant geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 18C).
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Abbildung 18: IL15-defiziente Tiere wiesen ein signifikant hdheres Plazentagewicht und einen reduzierten
Feto-Plazentaren Index (FPI) auf. Die fetalen Gewichte unterscheiden sich nicht von denen der WT
Gruppe. Am Gestationstag 18 wurde das fetale Gewicht (A) sowie das Gewicht der Plazenten (B) von BALB/c
verpaarten C57BL/6N (Miitter n = 5, Feten/Plazenten n = 46) und I1L15" (Mdtter n = 5, Feten/Plazenten n = 29)
Weibchen ermittelt. Basierend auf diesen Werten wurde der FPI (Fetales/plazentales Gewicht) bestimmt (C).
Dargestellt sind die Werte einzelner Feten und Plazenten sowie deren Mittelwerte. Der ungepaarte t-Test wurde

fiir die statistische Auswertung verwendet (*p<0,05; ***p<0,001).

3.1.6 Erhohte Anzahl an uterinen Mastzellen in IL-15-defizienten Mausen

Neben der experimentellen Bestatigung der Abwesenheit von pNKs und uNKs konnte eine
unzureichende SA Umwandlung, ein hoheres Plazentagewicht und ein niedrigerer FPI in
IL15-defizienten Madusen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Zur
Untersuchung einer maéglichen Gegenregulation von uNKs und uMCs wurde im néchsten
Schritt der Arbeit die Menge an uMCs in den IL15-defizienten Tieren untersucht. Hierfir
wurde trachtigen Weibchen am Gestationstag 5 der Uterus entnommen und Schnittpraparate
zur Visualisierung von uMCs mit Toluidinblau angefarbt. Die uMC (Abbildung 19A), welche
zwischen den Implantationen des Uterus lokalisiert sind (Abbildung 19B), wurden
anschlieBend ausgezahlt. Die Zahlung ergab eine signifikant hohere Anzahl an uMCs in
IL15" Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 19B und D).
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Abbildung 19: IL-15-Defizienz ist mit einer signifikant erhohten Anzahl an uterinen MCs (UMCs)
verbunden. Die Ausz&hlung von uMCs (A) fand in Toluidinblau-gefarbten Schnittpréparaten von Uterusproben
statt, welche von mit BALB/c verpaarten C57BL/6N (n = 6) und IL15" (n = 6) Weibchen an Gesatationstag 5
entnommen wurden. Die uMCs befinden sich zwischen den Implantationen. Implantationen sind mit
gestrichelten Kreisen, Zwischenrdume mit Pfeilen gekennzeichnet (B). Dargestellt ist die Anzahl an uMCs pro
1 mm? (C), gezeigt als Mittelwert mit SEM der Mittelwerte mehrerer Auszahlungen pro Tier. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem ungepaartem t-Test (*p<0,05). (D) zeigt jeweils einen représentativen
Uterusausschnitt eines C57BL/6N (i) und eines I1L15™ (ii) Weibchens. Implantationen sind mit gestrichelten
Linien abgegrenzt, uMC mit Pfeilen gekennzeichnet (Messbalken = 100um).

Die Auszéhlung von uMCs am Gestationstag 5 zeigt eine signifikant erhohte Anzahl an uMCs
in 1L15-defizienten Md&usen. Dieses Ergebnis wurde in weiteren Experimenten Uberprift.
Maéusen beider Versuchsgruppen wurde hierfir am Gestationstag 5 der Uterus bzw. am
Gestationstag 10 die Dezidua entnommen und mittels durchflusszytometrischer Analyse der
prozentuale Anteil an CD117 FceRa” Zellen bestimmt. Zellen, die beide Marker auf ihrer
Oberflache exprimieren, werden als MCs charakterisiert. Es zeigte sich, dass 1L15-defiziente
Weibchen im Vergleich zu C57BL/6N Weibchen sowohl am Gestationstag 5 als auch am
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Gestationstag 10 einen signifikant hoheren prozentualen Anteil an CD117 FceRa” uMCs
aufweisen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Trachtige I1L-15" Mause besitzen einen signifikant héheren Anteil an CD117'FceRa’
uterinen MCs (uMCs) verglichen mit C57BL6N Mausen. Die Bestimmung des prozentualen Anteils an
CD117FceRa uMCs erfolgte in Uterus- (Gestationstag 5) und Deziduproben (Gestationstag 10) von trachtigen,
BALB/c verpaarten C57BL/6N (n = 6-7) und IL-15" (n = 6-7) Mausen mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt
sind die Werte einzelner Tiere sowie deren Mediane. Der Mann-Whitney-U-Test wurde fir die statistische

Analyse herangezogen (**p<0,01).

3.1.7 Erhohte Expression der Mastzellproteasen 1 und 6 in IL15-defizienten
Weibchen

Sowohl direkter Zellkontakt als auch I6sliche Mediatoren kdnnen fir die Wirkung von Zellen
auf andere Zellen bzw. auf das umgebende Milieu von Bedeutung sein. Da die Anzahl an
UMCs in IL15-defizienten Tieren signifikant hoher war als die der Kontrollgruppe, wurde im
néchsten Schritt der Arbeit die Expression der MC Mediatoren Mcptl und Mcpt6 zwischen
den Versuchsgruppen verglichen. Trachtigen Weibchen wurde am Gestationstag 5 der Uterus
bzw. am Gestationstag 10 die Dezidua entnommen. Die daraus isolierte RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und fur die real-time PCR eingesetzt. Die Analyse ergab keine
Expressionsunterschiede von Mcptl und Mcpt6 am Gestationstag 5. Am Gestationtag 10
hingegen war sowohl die Expression von Mcptl, als auch die Expression von Mcpt6 in 1L15-
defizienten Mdusen signifikant hoher als in C57BL/6N Tieren (Abbildung 21).
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Abbildung 21: IL-15-Defizienz in trachtigen Ma&usen ist am Gestationstag 10 mit einer signifikant
erhohten mRNA Expression der Mastzellproteasen (Mcpt) 1 und 6 assoziiert. Dargestellt ist die relative
mMRNA Expression von Mcptl (A) sowie Mcpté (B) in Uterus- (Gestationstag 5) und Deziduaproben
(Gestationstag 10) von C57BL/6N (n=6) und IL15" (n =6) Weibchen. Gezeigt sind der Median sowie die
Einzelwerte der Tiere. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mit dem Mann-Whitney-U Test (*p<0,05).
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3.2 Etablierung eines Mausmodelles mit Doppeldefizienz fir Natirliche

Killerzellen und Mastzellen

38,172-174

Studien unserer und auch anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass sowohl NKs als auch

MCs 612517 \yichtige Funktionen an der feto-maternalen Grenzflache ausiiben, die die
Umwandlung von SA einschliel3t.

Im vorangegangen Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL15-defiziente Mé&use
weder pNKs noch uNKs besitzen. Das Fehlen von NK Zellen war mit einer eingeschrankten
Modifikation der SA sowie Abweichungen des Plazentagewichtes und des FPl vom
Normalwert verbunden. Des Weiteren konnte eine erhéhte Anzahl von uMCs und eine
erhdhte Expression der MC Mediatoren Mcptl und Mcpt6 in den Tieren festgestellt werden.
Moglicherweise  handelt es sich  dabei um einen lokal auftretenden
Kompensationsmechanismus, um den Mangel an NKs auszugleichen. Die Theorie wird durch
die Tatsache unterstiitzt, dass NKs und MCs eine groRe Menge gemeinsamer Mediatoren
sezernieren, die beispielsweise der Angiogenese und dem Gewebeumbau dienen 176177,
Dieser Kompensationsmechanismus scheint allerdings nicht auszureichen, um die
schwangerschaftsbezogenen Defizite der NK-defizienten Tiere auszugleichen. Basierend auf
diesen interessanten Ergebnissen ergab sich als weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit die
Untersuchung der Auswirkung einer gleichzeitigen Abwesenheit von NKs und MCs auf die
Schwangerschaft im Mausmodell. Da zur Beantwortung dieser Fragestellung kein geeignetes
Mausmodell vorhanden war, wurde dieses im Rahmen der Promotionsarbeit etabliert und

anschlieBend untersucht. Die Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben.

3.2.1 Anti-asialo GM1 depletiert periphere, jedoch keine uterinen Nattrlichen

Killerzellen in vivo

Um zu untersuchen wie sich die kombinierte Abwesenheit von NKs und MCs auf die
Schwangerschaft auswirkt, kam es zu der Entscheidung, NKs in bereits MC-defizienten
Maéusen zu depletieren. Um NKs zu depletieren, wurde zun&chst in normalen C57BL/6
Mausen die Effektivitat des NK-depletierenden anti-asialo GM1 Antikdrpers untersucht.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigt, dass anti-asialo GM1-behandelte C57BL/6 Mé&use
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe einen signifikant geringeren prozentualen
Anteil an CD122°CD3 NK1.1" pNKs in Milz, Blut, den mesenterischen und inguinalen LK
aufwiesen, der nahezu bei 0 % lag (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Die Behandlung von trachtigen C57BL/6 Mausen mit dem Antikdrper anti-asialo GM1
fhrt zur Depletion von peripheren NKs (pNKSs). Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil
an CD122°CD3 NK1.1'pNKs von BALB/c verpaarten, ohne (n=4) oder mit (n=4) anti-asialo GM1-
behandelten C57BL/6 Weibchen an Gestationstag 10 in Milz (A), Blut (B), mesenterischen (C) und inguinalen
Lymphknoten (D) bestimmt. Dargestellt sind die Werte einzelner Tiere sowie die Mediane der Werte. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (*p<0,05).

Zur Untersuchung der Fahigkeit von anti-asialo GM1 neben pNKSs, uNKs zu depletieren,
wurden Schnittpraparate von Implantation an Gestationstag 10 mit DBA Lektin gefarbt.
Implantationen von Tieren der Kontrollgruppe wiesen eine hohe Menge an uNKs im Bereich
der decidua basalis auf (Abbildung 23A). Es zeigte sich, dass Implantationsquerschnitte von
anti-asialo GM1-behandelten Mé&use eine vergleichbar hohe Menge an uNKs aufwiesen
(Abbildung 23B).

79



Ergebnisse

Abbildung 23: Die Behandlung von trachtigen C57BL/6 M&usen mit anti-asialo GM1 fuhrt zu keiner
Depletion von uterinen NKs (uNKs). Gezeigt sind in der oberen Reihe (i-ii) Dolichos bilforus agglutinin-
Lektin-geférbte Schnittpraparate von Implantationen von BALB/c verpaarten C57BL/6 (A) und anti-asialo
GM1-behandelten (B) C57BL/6 Mé&usen am Gestationstag 10. Die untere Reihe (iii-iv) zeigt jeweils einen
vergrofRerten Ausschnitt aus der decidua basalis der Implantationen (Messbalken = 50 pum). Braun angeféarbte

Zellen kdnnen als uNKs identifiziert werden.

3.2.2 Anti- CD122 depletiert periphere und uterine Naturliche Killerzellen in vivo

Da anti-asialo GM1 nicht in der Lage war neben pNKs auch uNKs in Mausen zu depletieren,
war die Suche nach einer neuen Strategie erforderlich, um beide Subpopulationen von NKs in
vivo zu entfernen. Hierfir wurde die Effektivitit des NK-depletierenden anti-CD122
Antikdrpers untersucht.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass anti-CD122-behandelte C57BL/6 Méause im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe einen auffallend geringeren prozentualen Anteil
an CD122'CD3'NK1.1" pNKs in Milz, Blut, den mesenterischen und inguinalen LK
aufweisen, der nahezu bei 0 % lag (Abbildung 24). Aufgrund der zu geringen Tierzahl konnte
keine statistische Signifikanz ermittelt werden. Da der prozentuale Anteil jedoch vergleichbar
mit dem der anti-asialo GM1-behandelten Tiere war, ist davon auszugehen, dass bei hoherer

Tieranzahl eine Signifikanz erlangt worden ware.
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Abbildung 24: Die Behandlung von trachtigen C57BL/6 M&usen mit dem Antikérper anti-CD122 fuhrt
zur Depletion von peripheren NKs (pNKSs). Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil an
CD122°CD3 NK1.1'pNKs von BALB/c verpaarten, ohne (n=4) oder mit (n=2) anti-CD122-behandelten
C57BL/6 (n=4) Weibchen an Gestationstag 10 in Milz (A), Blut (B), mesenterischen (C) und inguinalen
Lymphknoten (D) bestimmt. Dargestellt sind die Werte einzelner Tiere sowie die Mediane der Werte. Keine

statistische Analyse mittels Mann-Whitney-U-Test aufgrund zu geringer Tieranzahl.

Zur Untersuchung der Fahigkeit von anti-CD122 neben pNKs, uNKs zu depletieren, wurden
Schnittpraparate von Implantation an Gestationstag 10 mit DBA Lektin geféarbt. In anti-
CD122-behandelten Weibchen konnte keine einzige DBA Lektin-positive uNK detektiert
werden im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 25).
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C57BL/6

Abbildung 25: Die Behandlung von trachtigen C57BL/6 Mausen mit anti-CD122 fuhrt zur Depletion von
uterinen NKs (uNKs). Gezeigt sind in der oberen Reihe (i, ii) Dolichos biflorus agglutinin-Lektin-gefarbte
Schnittpraparate von Implantationen von BALB/c verpaarten C57BL/6 (A) und anti-CD122-behandelten (B)
C57BL/6 Mausen am Gestationstag 10. Die untere Reihe (iii-iv) zeigt jeweils einen vergréferten Ausschnitt aus
der decidua basalis der Implantationen (Messbalken = 50 um). Braun angeféarbte Zellen kénnen als uNKs

identifiziert werden.

3.2.3 Cpa3“™* besitzen im Vergleich zu Cpa3*”* Mausen keine uterinen

Mastzellen

Um zu untersuchen wie sich die kombinierte Abwesenheit von NKs und MCs auf die
Schwangerschaft auswirkt, kamen neben dem NK-depletierenden anti-CD122 Antikorper,
MC-defiziente Cpa3-Cre Mause zum Einsatz, welche derzeit als optimales MC-defizientes
Modell gelten. Im Cpa3-Cre Mausmodell wurde die Cre Rekombinase mittels homologer
Rekombination in den Cpa3 Genlokus eingefiigt. Als Folge der Cre-vermittelten Zytotoxizitét
in Cpa3-produzierenden Zellen, besitzen die Cpa3©™* Mause weder CTMC noch MMC .
Die An-oder Abwesenheit von uMCs wurde in diesem Modell jedoch nicht getestet. Zur
Uberpriifung der Abwesenheit von uMCs wurden in der vorliegenden Arbeit Schnittpraparate
von Uteri nichttrachtiger Mdusen mit Toluidinblau gefarbt und analysiert. Die Analyse zeigte
uMCs in Cpa3™" Kontrollmausen (Abbildung 26A). In Cpa3“®* Mausen waren hingegen
keine uMCs auffindbar (Abbildung 26B).
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Abbildung 26: Uterusproben von Cpa3“™* Weibchen zeigen im Vergleich zu Proben von Cpa3
Weibchen keine uterine MCs. Gezeigt sind représentative Toluidinblau-gefarbte Uterusschnitte nichttrachtiger
Cpa3™ (A, i) und Cpa3®®* (B, iii) Weibchen (Messbalken = 20 pm) mit einem vergréRert dargestellten
Ausschnitt (Kasten, ii bzw. iv). Mastzellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

3.2.4 Anti-CD122 depletiert periphere und uterine Nattrliche Killerzellen in
Cpa3**und Cpa3°"™* Mausen

Nachdem anti-CD122 als geeigneter Antikorper zur NK-Depletion ausgewahlt worden war,
wurde dieser nach einer erfolgten Verpaarung mit BALB/c Mannchen, in Cpa3®™* Weibchen
injiziert. Es wurde Uberprift, ob eine Verabreichung des anti-CD122 Antikorpers auch in
diesem CTMC und MMC-defizienten Mausmodell wie gewiinscht zur Depletion von pNKs
und uNKs fihrt. Als Kontrollen wurden neben trachtigen PBS-behandelten Cpa3®™®*
Weibchen, PBS- oder anti-CD122-behandelte Cpa3"* WT Weibchen verwendet. Die
** als auch
Cpa3©™* Weibchen im Vergleich zu PBS-behandelten Cpa3** und Cpa3©™* Weibchen in der
Milz, im Blut sowie den mesenterischen und inguinalen LK eine signifikant geringere Anzahl

an CD122°CD3 NK1.1" pNKs aufwiesen, die nahezu bei 0 % lag (Abbildung 27).

durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass anti-CD122-behandelte Cpa3
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Abbildung 27: Die Verabreichung des Antikdrpers anti-CD122 bewirkt eine signifikante Reduktion von

+/+

peripheren NKs (pNKs) in trachtigen Cpa3 3crel

und Cpa Mausen. Der prozentuale Anteil an
CD122°CD3 NK1.1" pNKs wurde mit Hilfe von durchflusszytometrischen Messungen am Gestationstag 10 in
Milz (A), Blut (B), mesenterischen (C) und inguinalen Lymphknoten (D) bestimmt. Untersucht wurden dabei
BALBI/c verpaarte, PBS- (n = 5) oder anti-CD122- (n = 4) -behandelte Cpa3** sowie PBS- (n = 4) oder anti-
CD122- (n = 7) behandelte Cpa3“"®* Weibchen. Dargestellt sind die Werte einzelner Tiere sowie die Mediane.

Fur die statistische Auswertung kam der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung (*p<0,05; **p<0,01).

In DBA Lektin-gefarbten Implantationsquerschnitten ist zu erkennen, dass der anti-CD122

+/+

Antikérper uNKs sowohl in trachtigen Cpa3*™* und in trachtigen Cpa3©™* Mausen vollstandig
entfernt (Abbildung 28). Ein Mausmodell, welches sich durch die Abwesenheit von NKs und
MCs (CTMC sowie MMC) auszeichnet, wurde somit erfolgreich etabliert und stand fir

weitere Untersuchungen zur Verfligung.
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b ” & Dt N .‘v P
Cpa3*™* + PBS Cpa3™* + anti-CD122
Abbildung 28: Die Injektion des anti-CD122 Antikdrpers bewirkt einen Verlust von uterinen NKs (UNKS)
in schwangeren Cpa3**und Cpa3“"* Weibchen. In der oberen Reihe (i-iv) sind reprasentative Dolichus
biflorus agglutinin-Lektin-geférbte Implantationen von BALB/c verpaarten, PBS- (A) oder anti-CD122-(B)
behandelten Cpa3** sowie PBS- (C) oder anti-CD122- (D) behandelten Cpa3“"®* Mausen am Gestationstag 10
dargestellt. Ein vergroBerter Ausschnitt aus der decidua basalis der Implantationen ist jeweils in der unteren
Reihe gezeigt (v-viii, Messbalken = 50 um). uNKs erscheinen braun gefarbt.
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3.3 Analyse schwangerschaftsspezifischer Parameter in Mausen, die

defizient fur Naturliche Killerzellen und Mastzellen sind

3.3.1 Die Abwesenheit von Natirlichen Killerzellen und Mastzellen hat keinen
Einfluss auf die Implantationsrate

Um eine Aussage darlber treffen zu kdnnen, wie die gleichzeitige Abwesenheit von NKs und
MCs die Schwangerschaft beeinflusst, wurden NK/MC-defiziente, d.h. anti-CD122-
behandelte  Cpa3“®* Weibchen sowie die Kontrollgruppen auf verschiedene
schwangerschaftsrelevante Parameter untersucht. Zunéchst kam es zur Bestimmung der
Implantations- und Abortrate am Gestationstag 10. Es konnte festgestellt werden, dass alle
Versuchsgruppen eine vergleichbare Anzahl an Implantationen aufwiesen (Abbildung 29 A).
Anti-CD122-behandelte Cpa3™* Weibchen zeigten eine héhere Abortrate im Vergleich zu
anti-CD122-behandelten Cpa3®™* Tieren (Abbildung 29 B).
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Abbildung 29: Vergleichbare Anzahl an Implantationen in PBS- oder anti-CD122-behandelten Cpa3™*
und Cpa3®™* Méausen sowie erhohte Abortrate in anti-CD122-behandelten Cpa3*"* Mausen. Dargestellt ist
die Anzahl an Implantationen (A) sowie die Abortrate (B) von BALB/c verpaarten, PBS- (n = 11) oder anti-
CD122- (n=4) behandelten Cpa3"* sowie PBS- (n=8) oder anti-CD122- (n=7) behandelten Cpa3“"™®*
Weibchen am Gestationstag 10. Gezeigt ist der Median der Einzelwerte der Tiere. Der Vergleich von jeweils

zwei Gruppen erfolgte paarweise mit dem Mann-Whitney-U Test (*p<0,05).

3.3.2 Die Abwesenheit Nattrlicher Killerzellen und Mastzellen ist mit einer stark

eingeschrankten Umwandlung der Spiralarterien assoziiert

Im nédchsten Schritt der Arbeit wurde Uberpriift, ob sich die Abwesenheit von MCs, NKs oder

die gleichzeitige Abwesenheit beider Zellpopulationen auf die Umwandlung der SA auswirkt.
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Hierfur erfolgte die Einfarbung von Schnittpraparaten von Implantationen, die den
Versuchstieren am Gestationstag 10 entnommen wurden, mit Hamatoxylin-Eosin. Umfang
und Lumen von drei bis zehn SA pro Weibchen wurden vermessen und die Wanddicke sowie
das Wand-zu-Lumen Verhaltnis ermittelt. Es zeigte sich, dass die SA von NK-depletierten,
anti-CD122-behandelten Cpa3**, als auch MC-defizienten, PBS-behandelten Cpa3°™*
Weibchen signifikant dickere Wéande aufweisen als die SA der WT Kontrolltiere. Die
Wanddicke von NK/MC-defizienten, anti-CD122-behandelten Cpa3“™* Weibchen war im
Vergleich zu allen anderen Gruppen am starksten (Abbildung 30A). Dies ist ein Zeichen einer
unzureichenden SA Umwandlung. Ahnliches zeigte sich bei der Analyse des Wand-zu-Lumen
Verhéltnisses. Ein hohes Verhéltnis zwischen der Gefalwand und dem Lumen einer SA
deutet auf eine ineffiziente SA Umwandlung hin. Das SA Wand-zu-Lumen Verhéltnis von
anti-CD122-behandelten Cpa3*", als auch das der PBS-behandelten Cpa3©™* Weibchen war
signifikant erhéht im Vergleich zu dem der WT Kontrollgruppe. Den hdéchsten Wert des
Wand-zu-Lumen Verhaltnisses und somit die am schlechtesten umgewandelten SA, wiesen
erneut anti-CD122 behandelte Cpa3“™* Weibchen auf (Abbildung 30B). Zur Visualisierung
der kleineren SA Lumen sowie der starkeren Wandstarken der Versuchsgruppen im Vergleich
zur Kontrollgruppe  sind in  Abbildung  30C Héamatoxilin-Eosin-geférbte
Implantationsquerschnitte (i-iv) gezeigt. Auch die exemplarischen Immunfluoreszenzbilder
nach Farbung mit einem Antikorper gegen das Aktin glatter Muskelzellen (v-xii) zeigen, dass
das Aktin in den Wanden der SA PBS-behandelter Cpa3** sowie PBS-oder anti-CD122-

behandelter Cpa3©"®*

Weibchen starker exprimiert ist, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies
stellt ein weiteres Zeichen fur eine eingeschrankte SA Umwandlung in Mdusen ohne MCs
oder NKs, insbesondere aber in Mausen, die sich durch die gleichzeitige Abwesenheit beider
Zellpopulationen auszeichnen, dar. Dies bestatigt die Hypothese, dass beide Zellpopulationen

eine Rolle bei der SA Umwandlung spielen.
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Abbildung 30: Anti-CD122-behandelte Cpa3**, PBS-behandelte Cpa3®™", insbesondere aber anti-CD122-
behandelte Cpa3°™"* Mause weisen im Vergleich zur WT Kontrollgruppe eine signifikant schlechtere
Umwandlung der Spiralarterien (SA) auf. Am 10. Gestationsstag wurde jeweils der Umfang der Lumen und
der gesamten SA von 3-10 SA von BALB/c verpaarten, PBS- (n =9) oder anti-CD122- (n = 4) behandelten
Cpa3™*, sowie von PBS- (n=8) oder anti-CD122- (n=6) behandelten Cpa3“"“*Mausen gemessen. Die
Durchmesser von Lumen und Arterien wurden bestimmt. Aus diesen Werten konnte die SA Wanddicke (A)
sowie das SA Wand-zu-Lumen Verhéltnis (B) berechnet werden. Abgebildet sind die Mittelwerte mit SEM der
Mittelwerte der SA der Tiere einer Gruppe, sowie die statistische Signifikanz, die durch paarweisen Vergleich
mit dem ungepaartent-Test ermittelt wurde (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). (C) Dargestellt sind reprasentative
Bilder von Hamatoxylin-Eosin-gefarbten (i-iv, Messbalken = 50 um), sowiegegen das Aktin glatter
Muskelzellen fluoreszenzgefarbten (v-viii, Messbalken = 20 um) und mit DAPI Uberlagerten (ix-xii,

Messbalken = 20 um) Implantation im Bereich der decidua basalis, in welchem SA zu erkennen sind.
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3.3.3 Mause ohne Naturliche Killerzellen und Mastzellen entwickeln keinen
Bluthochdruck wéahrend der Trachtigkeit

Aufgrund der unzureichenden SA Umwandlung in den Versuchsgruppen, wurde im néchsten
Schritt der vorliegenden Arbeit der Blutdruck der tradchtigen Weibchen wahrend der gesamten
Schwangerschaft aller zwei Tage gemessen. Es konnte festgestellt werden, dass die
systolischen Blutdruckwerte bei anti-CD122-behandelten Cpa3™* Mausen im Vergleich zur
WT Gruppe an den Gestationstagen 6 und 16 signifikant erhoht waren (Abbildung 33A).
Insgesamt konnte jedoch bei keiner der Gruppen zu keinem Zeitpunkt der Tréchtigkeit
Bluthochdruck (>140 mmHg) festgestellt werden (Abbildung 33).
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Abbildung 31: PBS-oder anti-CD122-behandelte Cpa3™ und Cpa3“™" Mause zeigen keinen
Bluthochdruck wéhrend der Tréachtigkeit. Dargestellt sind die systolischen (A) und diastolischen (B)
Blutdruckwerte von BALB/c verpaarten, PBS- (n = 9) oder anti-CD122- (n = 5) behandelten Cpa3**, sowie von
PBS- (n=8) oder anti-CD122- (n=4) behandelten Cpa3°™* Mausen. Die Messung des Blutdruckes fand
zwischen Gestationstag 0 und 18 jeden zweiten Tag statt. In der Abbildung sind die Mittelwerte mit SEM aller
Tiere einer Gruppe zu sehen. Der ungepaarten t-Test wurde fur die statistische Auswertung verwendet (*p<0,05;
+H+

**p<0,01). Dabei fand jeweils der Vergleich einer Versuchsgruppe zur PBS-behandelten Cpa3
statt.

Kontrollgruppe
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3.3.4 Feten deren Mdutter Mastzell- oder Mastzell/Natirliche Killerzellen-
defizient sind, weisen am Gestationstag 18 einen reduzierten Feto-Plazentaren

Index auf und sind wachstumsretardiert

Ein Einfluss der unzureichend umgewandelten SA auf den Blutdruck der Muttertiere im
Verlauf der Schwangerschaft konnte ausgeschlossen werden. Zur Uberpriifung der
Fragestellung, ob sich die Abwesenheit von NKs, MCs oder beider Zelltypen auf den
Nachwuchs auswirkt, wurden am Gestationstag 18 das Gewicht der Feten und der Plazenten
bestimmt und der FPI, der das Gewicht eines jeden Fetus mit seiner zugehdrigen Plazenta
korreliert, berechnet. AuBerdem wurde das fetale Gewicht in die Kategorien ,,unter der 5.
Perzentile, ,,zwischen der 5. und 10. Perzentile* und ,,dem Gestationsalter entsprechend*
eingeteilt, um eine mogliche IUGR (Gewicht unter der 10. Perzentile, besonderer
Schweregrad unter der 5. Perzentile) festzustellen. Bezogen wurden die fetalen Gewichte
dabei jeweils auf die der PBS-behandelte Cpa3*"* Kontrollgruppe.

Feten von anti-CD122-behandelten Cpa3™* Miittern zeigten ein signifikant erhohtes
Plazentagewicht (Abbildung 32B) und 4,8 % der Feten waren am Gestationstag 18 unter der
5. Perzentile (Abbildung 32D, i). Feten von PBS-behandelten, MC-defizienten Cpa3©™®”
Mittern zeigten ein signifikant geringeres Gewicht am Gestationstag 18 (Abbildung 32A).
7,5 % lagen zwischen der 5.-10. Perzentile und 3,8 % sogar unter der 5. Perzentile (Abbildung
32D, ii). Feten von anti-CD122-behandelten, MC-defizienten Cpa3®™* Miittern, also Muttern
die weder MCs noch NKs besallen, zeigten ein signifikant geringeres Gewicht am
Gestationstag 18 im Vergleich zu allen anderen Gruppen (Abbildung 32A). 11 % von ihnen
lagen zwischen der 5.-10. Perzentile und 19 % unter der 5. Perzentile (Abbildung 32D,
iii). Des Weiteren wiesen sie einen signifikant geringeren FPI-Wert auf (Abbildung 32C).
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass insbesondere MCs einen entscheiden Einfluss auf das
Wachstum und die Entwicklung der Nachkommen haben. Die gleichzeitige Abwesenheit von

NKSs und MCs schrankt das fetale Wachstum enorm ein.
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Abbildung 32: Feten PBS-behandelter Cpa3°™", besonders aber anti-CD122-behandelter Cpa3®™*

Weibchen weisen ein signifikant niedrigeres Gewicht im Vergleich PBS- oder anti-CD122-behandelten
Cpa3"* Weibchen auf. Auch der Feto-Plazentaren Index (FPI) anti-CD122-behandelter Cpa3“™*

o]

+/+

Weibchen ist signifikant erniedrigt. Hingegen ist das Plazentagewicht in PBS-behandelten Cpa3
Mausen signifikant erhéht im Vergleich zur WT Gruppe. Am Gestationstag 18 wurde das fetale Gewicht (A)
sowie das Gewicht der Plazenten (C) von BALB/c verpaarten, PBS- (Mitter: n = 8, Feten/Plazenten: n = 64)
oder anti-CD122- (Miitter: n =8, Feten/Plazenten: n =42) behandelten Cpa3"* sowie PBS- (Miitter: n =5,
Feten/Plazenten: n=53) oder anti-CD122- (Miitter: n=5, Feten/Plazenten: n=42) behandelten Cpa3“®*
Weibchen bestimmt. Basierend auf diesen Werten erolgte die Ermittlung der FPI (Fetales/plazentales Gewicht)-
Werte (D). Dargestellt sind die Werte einzelner Feten und Plazenten sowie deren Mittelwerte. Der ungepaarte t-
Test wurde fur die statistische Auswertung verwendet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Weiterhin ist der
prozentuale Anteile an Feten (D) aus Abbildung 32A gezeigt, der von intrauteriner Wachstumsretardierung
(Gewicht unter der 10. Perzentile, besonderer Schweregrad unter der 5. Perzentile) betroffen ist (rot: Gewicht
unter der 5. Perzentile, rosa: Gewicht zwischen der 5. und der 10. Perzentile). In blau ist der prozentuale Anteil
der Feten dargestellt, dessen Gewicht dem Gestationsalter entspricht. Bezogen wurden die fetalen Gewichte
jeweils auf die der PBS-behandelten Cpa3™* WT Feten.
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3.3.5 Nachkommen von Mausen ohne Mastzellen haben bei der Geburt ein zu
geringes Gewicht, dieser Phanotyp verschlechtert sich noch mehr nach NK-
Depletion

Ein wichtiges Kriterium, das einen weitreichenden Einfluss auf das spétere Leben hat, ist das
Geburtsgewicht. Ein zu geringes Geburtsgewicht kann mit der Entwicklung schwerwiegender
kardiovaskularer oder metabolischer Erkrankungen 8, aber auch mit einem erhéhten Risiko
fur Depressionen und Angstzustande ™ assoziiert sein. In der vorliegenden Arbeit wurde
daher das Geburtsgewicht der Nachkommen aller Versuchsgruppen ermittelt.

+/+

Die Neugeborenen von NK-depletierten Cpa3™" Weibchen wiesen bei der Geburt alle ein
Gewicht auf, das dem Gestationsalter entsprach und vergleichbar zur Kontrolle war
(Abbildung 33A, B, i). Dagegen waren Nachkommen der PBS-behandelten Cpa3®™*
Weibchen signifikant leichter bei der Geburt (Abbildung 33A). Das Gewicht von 9,7 % der
Nachkommen lag zwischen der 5. und der 10. Perzentile und das Gewicht von 16,1 % unter
der 5. Perzentile (Abbildung 33B, ii). Nachkommen der anti-CD122-behandelten Cpa3“"*
Weibchen, die weder NKs noch MCs hatten, wiesen das geringste Geburtsgewicht auf
(Abbildung 33A). 10,5 % von ihnen lagen zwischen der 5. und der 10. Perzentile und enorme
42,1 % unter der 5. Perzentile (Abbildung 33B, iii). Die Ergebnisse zeigen, dass die
Abwesenheit von MCs in Cpa3“™* Mausen mit negativen Auswirkungen auf das
Geburtsgewicht der Nachkommen assoziiert ist, ein Phanotyp welcher durch die NK-

Depletion dramatisch verschlechtert wird.
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Abbildung 33: Nachkommen von PBS-behandelten Cpa3°"™* Mausen, insbesondere aber von anti-CD122-
behandelten Cpa3“™* Mausen haben ein signifikant geringeres Geburtsgewicht. Dargestellt ist das
Geburtsgewicht der Nachkommen von BALB/c verpaarten, PBS- (Mitter: n =6, Nachkommen: n = 49) bzw.
anti-CD122- (Miitter: n=2, Nachkommen: n=15) behandelten Cpa3** oder PBS- (Miitter: n =4,
Nachkommen: n=31) bzw. anti-CD122- (Mitter: n=3, Nachkommen: n=19) behandelten Cpa3“™®*
Weibchen. Gezeigt sind die Einzelwerte aller Nachkommen sowie deren Mittelwerte. Der Vergleich von jeweils
zwei Gruppen erfolgte paarweise mit dem ungepaarten t-Test (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Weiterhin ist
der prozentualen Anteile (B) an Feten aus Abbildung 33A gezeigt, deren Geburtsgewicht unter der 5. Perzentile
(rot) bzw. zwischen 5. und 10. Perzentile (rosa) liegen und somit zu klein sind oder dem Gestationsalter
++

entsprechen (blau). Die Geburtsgewichte aller Gruppen wurden auf die der PBS-behandelten Cpa3

Nachkommen bezogen.

Neben der Erhebung des Geburtsgewichtes wurde der Anteil an weiblichen und mannlichen
Nachkommen bestimmt, als die Tiere ein Alter von etwa 28 Tagen erreicht hatten (Tabelle 4).
Es ergab sich folgende Weibchen/ Mannchen-Aufteilung: PBS-behandelte Cpa3™* Miitter
brachten 64,4 % Weibchen und 35,6 % Mannchen zur Welt. Anti-CD122-behandelte Cpa3**
Miitter haben 40 % Weibchen und 60 % Mannchen geboren. 50 % Weibchen sowie 50 %
Mannchen wurden von PBS-behandelten Cpa3“™* Weibchen gezeugt und 36,8 % Weibchen
sowie 63,2 % Mannchen von anti-CD122-behandelte Cpa3©™* Weibchen.
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Tabelle 4: Anteil der weiblichen/mannlichen Nachkommen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an
geborenen Weibchen und Mannchen von PBS oder anti-CD122-behandelten Cpa3™* bzw. Cpa3©™* Weibchen.

Mausstamm/Behandlung GeboreneWeibchen Geborene Mannchen
Cpa3™ +PBS 64,4 % 35,6 %
Cpa3™ +anti-CD122 40 % 60 %
Cpa3®®* + PBS 50 % 50 %
Cpa3“"®* + anti-CD122 36 % 63 %

3.3.6 Die mRNA- und Proteinexpression der Mastzellprotease 5 ist in
Deziduaproben von Mastzell- sowie Mastzell/Natirlichen Killerzell-defizienten

Mausen signifikant verringert

Es konnte festgestellt werden, dass trachtige Mause ohne NKs oder MCs und insbesondere
Mause ohne beide Zellarten, eine unzureichende Modifikation der SA im Vergleich zum WT
aufweisen. Diese war mit Auswirkungen auf das fetale Gewicht und im Fall von MC und
NK/MC-defizienten  Tieren, sogar mit Wachstumsretardierung sowie negativen
Auswirkungen auf das Geburtsgewicht der Nachkommen assoziiert. Zur Klarung der Ursache
der unzureichenden SA Modifikation in den Ma&usen wurden Deziduaproben aller
Versuchsgruppen mittels real-time PCR auf die Expression verschiedener Mediatoren
untersucht, die hauptsachlich von NKs oder MC freigesetzt werden. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die mRNA Expression von Mcpt5 in Deziduaproben von MC-defizienten
Cpa3“™* Weibchen im Vergleich zu WT Cpa3** Weibchen, wie zu erwarten, signifikant

+/+

reduziert war. Interessanterweise wiesen daneben auch NK-depletierte Cpa3™" Weibchen eine
geringere Mcpt5 Expression als PBS-behandelte Cpa3** Weibchen auf. Auch in NK-
depletierten Cpa3“™* Weibchen war die Mcpt5 mRNA Expression signifikant geringer,

verglichen mit PBS-behandelten Cpa3“™* Weibchen (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Geringere mRNA Expression der Mastzellprotease (Mcpt) 5 in Deziduaproben von PBS-
behandelten, insbesondere aber von NK-depletierten Cpa3®™* Mausen. Dargestellt ist die relative mRNA
Expression von Mcpt5 in Deziduaproben von BALB/c verpaarten, PBS-(n=7) oder anti-CD122-(h=3)
behandelten Cpa3** und PBS-(n = 8) oder anti-CD122-(n = 6) Cpa3“"™* Weibchen am Gestationstag 10. Gezeigt
ist der Median der Einzelwerte der Tiere. Der Vergleich von jeweils zwei Gruppen erfolgte paarweise mit dem
Mann-Whitney-U Test (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Zur Bestétigung der Mcpt5 mRNA Expressionsdaten wurde die Proteinexpression von Mcpt5
bestimmt. Hierflr wurden Proteine aus Deziduaproben aller Versuchsgruppen isoliert, mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, per Western Blot auf eine Membran bertragen und anschliel3end
mit Antikorper gegen Mcpt5 und B-Actin detektiert. Eine signifikant reduzierte Expression im
Vergleich zu allen anderen Gruppen zeigten die Proben von anti-CD122 behandelten
Cpa3“™* Weibchen (Abbildung 35), die weder NKs noch MCs besitzen und sehr schlecht
umgewandelte SA aufweisen.

95



Ergebnisse

A)
2.01 *%
_ = O cpa3** +PBS
3 154 O cCpa3** +anti-CD122
x - oO A C 3(§re/++|:,BS
~ O pa
2S 0 8 A ¥V Cpa3®™®* + anti-CD122
g .
S8 o nD—D A
g ] © ad VY
g 057 2.7
i v
0.0
B)
O O A v

| Mcpt5

| e ———— — I ——— — — | B-Actin

O a A \ 4

- T —

&= s == — &3 3 ~| Mcpt5

———— — —— —— B'ACtin

Abbildung 35: Deziduaproben NK-depletierter Cpa3°™* Mause besitzen eine signifikant reduzierte
Proteinexpression der Mastzellprotease (Mcpt) 5. (A) Dargestellt ist die relative Proteinexpression von Mcpt5
in Deziduaproben von BALB/c verpaarten PBS- (n = 5) oder anti-CD122- (n = 4) behandelten Cpa3** und PBS-
(n=4) oder anti-CD122- (n=7) Cpa3“™* Weibchen am Gestationstag 10. Gezeigt ist der Median der
Einzelwerte der Tiere. Der Vergleich von jeweils zwei Gruppen erfolgte paarweise mit dem Mann-Whitney-U
Test (**p<0,01). (B) Weiterhin sind die auf der Membran detektierten Proteinbanden von Mcpt5 (27 kDa) und
B-Actin (42 kDa) nach dem Western Blot gezeigt.

Fur Versuchsgruppen mit schlechter umgewandelten SA konnte eine geringere Mcpt5
Expression gezeigt werden, was einen Zusammenhang zwischen Mcpt5 Expression und SA
Umwandlung vermuten lasst. Des Weiteren deuten die Ergebnisse darauf hin, dass nicht wie
bisher angenommen lediglich MCs, sondern auch NKs an der Expression von Mcpt5 an der

feto-maternalen Grenzfléche beteiligt sind.

3.3.7 Naturlichen Killerzellen exprimieren die Mastzellprotease 5

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass neben MCs auch NKs
an der Expression von Mcpt5 in der Dezidua beteiligt sind. Zur Untersuchung dieser

Hypothese wurde die Expression von Mcpt5 in uNKs mittels Doppelfluoreszenzfarbung
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getestet. Dafir wurden Implantationen von PBS-behandelten WT Cpa3** und MC-
defizienten Cpa3®™* Mausen von Gestationstag 10 getestet. Mit Hilfe des spezifischen DBA
Lektins konnten uNKs nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass DBA-positive Zellen
Mcpt5 exprimierten (Abbildung 36).

Cpa3” +PBS

Abbildung 36: Uterine NKs (uNKs) exprimieren die Mastzellprotease (Mcpt) 5. Gezeigt sind
Immunfluoreszenzféarbungen von Implantationen im Bereich der decidua basalis BALB/c verpaarter, PBS-
behandelter Cpa3™* und Cpa3“™®* Weibchen am Gestationstag 10 (Messbalken =20 um). Zu sehen sind
Dolichos biflorus agglutinin® uNKs (i, ii) sowie Mcpt5-positive Zellen (iii, iv). Mit DAPI wurden zusatzlich die
Zellkerne angefarbt (vii, viii). Die Bilder zeigen, dass Dolichos biflorus agglutinin® uNKs Mcpt5 exprimieren (v,
vi).
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3.3.8 Mastzellen exprimieren die Mastzellprotease 5

Die o-Chymase Mcpt5 wird bereits zu einem sehr frihen Stadium der Differenzierung
serosaler MC gebildet und in deren sekretorischen Granula gelagert **. Zur Bestatigung der
Mcpt5 Expression in MCs wurden zum einen die murine MC-Linie MC/9, zum anderen
PCMCs von Méusen, sowie die humane MC-Linie HMC-1 auf die Expression von Mcpt5
(Maus a-Chymase) bzw. Cmal (humane a-Chymase) Uberprift. Hierfir wurden Proteine aus
den Zellen isoliert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt, per Western Blot auf eine Membran
Ubertragen und anschlieBend mit Antikorpern gegen Mcpt5/ Cmal und B-Actin detektiert. Es
zeigte sich, dass sowohl murine MC/9 Zellen und PCMCs als auch humane HMC-1 Zellen
Mcpt5/Cmal exprimieren (Abbildung 37).

MC/9 PCMC HMC-1
SR s | Mcpt5 (27 kDa) W1 Cmal (27 kDa)
S s | B-Actin (42 kDa) W 3 Actin (42 kDa)

Abbildung 37: Mastzellen exprimieren die Mastzellprotease (Mcpt) 5. Dargestellt sind die nach Western
Blot auf der Membran detektierten Proteinbanden von Mcpt5/Cmal(27 kDa) und B-Actin (42 kDa) der murinen
MC-Linie MC/9, von MCs aus dem Peritoneum von Méusen (PCMCs) sowie der humanen MC-Linie MHC-1.
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3.4 Untersuchung des Einflusses Mastzellprotease 5-exprimierender Zellen

auf schwangerschaftsrelevante Prozesse

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt der vorliegenden Arbeit die Expression von Mcpt5
durch MCs und uNKs nachgewiesen werden konnte, sollte im nédchsten Teil der Arbeit
gepruft werden, ob Mcpt5 den positiven Effekt beider Zelltypen auf die SA Umwandlung
vermittelt. Zu diesem Zweck wurde in vitro untersucht, ob Mcpt5-exprimierende MC/9 Zellen
die Apoptose von uterinen glatten Muskelzellen, ein wichtiger Prozess im Rahmen einer
effizienten SA Umwandlung, induzieren. Des Weiteren wurde untersucht, ob das Fehlen
Mcpt5-exprimierender ~ Zellen die SA  Umwandlung in vivo sowie andere
schwangerschaftsrelevante Prozesse beeinflusst.

3.4.1 Mastzellprotease 5-exprimierende MC/9 Zellen induzieren Apoptose in

uterinen glatten Muskelzellen

Ein wichtiger Mechanismus hinsichtlich der Umwandlung von SA umfasst die Apoptose von

22 Es ist bekannt, dass UNKs durch die Sekretion von

uterinen glatten Muskelzellen
Chemokinen und MMPs am Prozess der SA Umwandlung beteiligt sind **°. Ob auch
Chymase-exprimierende MC seinen Einfluss darauf haben, wurde in vitro untersucht.

Hierfur wurde die Mcpt5-exprimierende MC/9 MC-Zelllinie mit uterinen glatten
Muskelzellen, Zellen von denen SA ausgekleidet werden, kokultiviert. Um einen direkten
Zell-zu-Zell Kontakt zu vermeiden, fand die Kokultivierung in einem Transwellsystem statt,
welches die Zellen rdumlich voneinander trennt, so dass bei einem beobachteten Effekt nur
I6sliche Faktoren fur diesen verantwortlich sein konnen. Des Weiteren wurden die Zellen in
An-oder Abwesenheit des Chymase-Inhibitors STBI "1 kokultiviert. Somit kann bei
beobachteten Effekten auf die Téatigkeit einer Chymase zurlickgeschlossen werden. Nach 48 h
erfolgte die Untersuchung der uterinen glatten Muskelzellen auf Annexin V-positive,
apoptotische Zellen.

Die Ergebnisse legen dar, dass die gemeinsame Kultivierung von Mcpt5-exprimierenden
MC/9 Zellen und uterinen glatten Muskelzellen den prozentualen Anteil an Annexin V-
positiven und somit die Apoptose von uterinen glatten Muskelzellen, signifikant erhoht im
Vergleich zu uterinen glatten Muskelzellen, die allein kultiviert wurden. Die Zugabe des
Chymase-Inhibitors STBI bewirkte eine signifikante Reduktion der Annexin V-positiven

uterinen glatten Muskelzellen (Abbildung 38). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine
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Chymase, wahrscheinlich Mcpt5, die Apoptose von uterinen glatten Muskelzellen induziert

und somit eine wichtige Rolle als Mediator bei die SA Umwandlung einnimmt.
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Abbildung 38: Mastzellprotease (Mcpt) 5-exprimierende MC/9 Zellen induzieren Apoptose in uterinen
glatten Muskelzellen (uSMs). Nach 48 h Kokultivierung von Mcpt5-exprimierenden MC/9 Zellen und uSMs
(Verhdltnis 1:1) im Transwellsystem wurden Annexin-V-positive uSMs Zellen mittels Durchflusszytometer
detektiert. Die gemeinsame Kaultivierung beider Zelltypen flhrte zu einer signifikant erhdhten Anzahl
apoptotischer uSMs im Vergleich zu allein kultivierten uSMs. Durch die Zugabe des Chymase-Inhibitor STBI
wéhrend der Kultivierung sank der prozentuale Anteil an apoptotischen uSMs signifikant ab. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit SEM der Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. Das Experiment wurde in drei unabhangigen

Versuchen wiederholt. Zur statistischen Analyse wurde der ungepaarte t-Test herangezogen (**p<0,01).

3.4.2 Der Verlust Mcpt5-exprimierender Zellen hat keinen Einfluss auf die

Implantations-und Abortrate in Mausen

Die Cre-transgene Mauslinie Mcpt5-Cre* **’

exprimiert die Cre Rekombinase unter der
Kontrolle des Mcpt5 Promotors eines BAC Transgenes. Durch Kreuzung der Mcpt5-Cre”
Mauslinie mit der R-DTA Mauslinie *° kommt es zum Ausschneiden der LoxP-flankierten
Stop-Kassetten durch die Cre Rekombinase, Diphteria Toxin A (DTA) wird exprimiert und
das Toxin wirkt in Mcpt5* Zellen **°, die dadurch depletiert werden.

Um die Auswirkung des Verlustes Mcpt5-exprimierender Zellen auf die Schwangerschaft zu
analysieren, wurden die Tiere zundchst verpaart und die Implantations- und Abortrate am
Gestationstag 10 bestimmt. Beide Versuchsgruppen unterschieden sich nicht in der Anzahl an

Implantationen sowie der Abortrate (Abbildung 39), &hnlich wie bei MC-defizienten Tieren.
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Abbildung 39: Vergleichbare Implantations- und Abortrate in Mcpt5-Cre'R-DTA- und Kontrollmausen.
Dargestellt ist die Anzahl an Implantationen (A) sowie die Abortrate (B) von BALB/c verpaarten
Mcpt5-Cre'R-DTA" (n = 7) sowie Mcpt5-Cre'R-DTA™ (n = 8) Weibchen am Gestationstag 10. Gezeigt ist der
Median der Werte einzelner Tiere. Der Vergleich von jeweils zwei Gruppen erfolgte paarweise mit dem Mann-
Whitney-U Test.

3.4.3 Mcpt5-exprimierende Zellen sind notwendig fir die Modifikation der
Spiralarterien

Um Auswirkungen des Verlustes von Mcpts-exprimierenden Zellen auf die Schwangerschaft
zu analysieren, wurde die SA Umwandlung als weiteres Kriterium herangezogen. Nach
H&matoxylin-Eosin-Farbung von Implantationsschnittpraparaten vom 10. Gestationstag kam
es zur Ermittlung des Umfanges der gesamten SA und des Lumens von drei bis zehn SA pro
Weibchen und zur Berechnung der Wanddicke sowie des Wand-zu-Lumen Verhaltnisses. Die
Daten ergaben, dass die SAs von Mcpt5-Cre" R-DTA" Weibchen im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich schlechter modifiziert waren, was sich in einer signifikant erhohter
Wanddicke (Abbildung 40A) sowie einem signifikant erhohtem Wand-zu-Lumen Verhaltnis
(Abbildung 40B) der Arterien zeigt. Erkennbar sind die dickeren Wande und kleineren Lumen
von SAs Mcpt5-Cre” R-DTA" Weibchen in den reprasentativen Ausschnitten aus der decidua
basalis (Abbildung 40C). Die in vivo Daten belegen eindeutig, dass Mcpt5-exprimierende
Zellen einen fordernden Einfluss auf die SA Umwandlung haben.
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Abbildung 40: Spiralarterien (SA) von Mcpt5-Cre’R-DTA" Weibchen sind schlechter modifiziert als SA
von Kontrollweibchen. Am 10. Gestationstag wurde jeweils der Umfang des Lumens und der gesamten SA von
drei bis zehn SA von BABL/c verpaarten Mcpt5-Cre R-DTA" (n = 6) Kontrollmausen und von Mcpt5-Cre* R-
DTA" (n=7) Mausen (ohne Mcpt5-exprimierende Zellen) gemessen. AnschlieBend wurden die Durchmesser
von Lumen und Arterien bestimmt. Aus diesen Werten konnte die SA Wanddicke (A), sowie das SA Wand-zu-
Lumen Verhaltnis (B) berechnet werden. Abgebildet sind die Mittelwerte mit SEM der Mittelwerte der SA aller
Tiere einer Gruppe sowie die statistische Signifikanz, die mit dem ungepaarten t-Test ermittelt wurde
(***p<0,001). (C) Dargestellt sind repréasentative Bilder von SA in Hdmatoxilin-Eosin-geférbten (Messbalken =

50 um) Implantation im Bereich der decidua basalis.

3.4.4 Die mRNA Expression der Matrix Metalloprotease 9 ist signifikant

verringert in Deziduaproben von Mausen ohne Mcpt5-exprimierende Zellen

Trachtige Mcpt5-Cre” R-DTA" Méuse, die durch die Abwesenheit Mcpt5-exprimierender
Zellen charakterisiert sind, zeigen eine unzureichende Modifikation der SA im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass MMPs die SA Umwandlung
beeinflussen *®-'%2, Weiterhin konnte in Studien gezeigt werden, dass Chymase dazu fahig ist,
MMP9 zu aktivieren ****8. Bezug nehmend auf diese Studien war die Untersuchung ob
MMP9 auch in unserem Modell eine &hnliche Rolle spielen konnte, ein weiteres Ziel der
Arbeit.
Deziduaproben von Mcpt5-Cre” R-DTA" und Mcpt5-Cre” R-DTA" Weibchen wurden in der
vorliegenden Arbeit am 10. Gestationstag mittels real-time PCR auf die Expression von
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MMP9 untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die mMRNA Expression von MMP9 in
Deziduaproben von Mcpt5-Cre” R-DTA" Weibchen, die keine Mcpt5-positiven Zellen
besitzen, im Vergleich zu Mcpt5-Cre” R-DTA" Weibchen signifikant reduziert war
(Abbildung 41).

2.0x10°5 1 .
g O Mcpt5-Cre” R-DTA
&, . B Mcpt5-Cre” R-DTA"
g 1.5x10°5 4 a
2 —L—
£ 1040+ (]
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Abbildung 41: Die Abwesenheit von Mcpt5-exprimierenden Zellen in Mcpt5-Cre'R-DTA" Mausen ist mit
einer signifikant geringen mRNA Expression der Matrix Metalloprotease (MMP) 9 assoziiert. Dargestellt
ist die relative mRNA Expression von MMP9 in Deziduaproben von BALB/c verpaarten
Mcpt5-Cre'R-DTA" (n=4) und Mcpt5-Cre” R-DTA" (n=4) Weibchen am Gestationstag 10. Gezeigt ist der
Median der Einzelwerte der Tiere. Der Vergleich der Gruppen erfolgte paarweise mit dem Mann-Whitney-U
Test (*p<0,05).

3.4.5 Der Verlust Mcpt5-exprimierender Zellen in Muttertieren ist mit einem zu

geringeren Geburtsgewicht der Nachkommen assoziiert

+

In dem folgenden Teil der Arbeit wurden die Nachkommen von Mcpt5-Cre'R-DTA
Weibchen auf Wachstumseinschrankungen untersucht. Die Untersuchungen ergaben, dass die
Nachkommen von Mecpt5-Cre'R-DTA" Mittern im Vergleich zur Kontrollgruppe ein
signifikant geringeres Geburtsgewicht aufwiesen (Abbildung 42A). 13,2% der Nachkommen
lagen mit ihrem Gewicht zwischen dem 5. und der 10. Perzentile und 26,3% unter der 5.
Perzentile im Vergleich zu Nachkommen der Kontrollgruppe (Abbildung 42B). Die Daten
bestétigen, dass Mcpt5-exprimierende Zellen wichtig fir die SA Umwandlung sowie die
Entwicklung der Nachkommen sind und erklart, warum NK/MC-defiziente Tiere den

dargestellten Phanotyp aufweisen.
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Abbildung 42: Nachkommen von Mcpt5-Cre* R-DTA Mausen besitzen im Vergleich zur Kontrollgruppe
ein signifikant geringeres Geburtsgewicht. Dargestellt ist das Geburtsgewicht der Nachkommen (A) von
BALB/c verpaartenMcpt5-Cre' R-DTA (Miitter: n = 8, Nachkommen: n = 66) bzw. Mcpt5-Cre'R-DTA (Miitter:
n =5, Nachkommen: n = 38) Mdusen. Gezeigt sind die Einzelwerte aller Nachkommen sowie deren Mittelwert.
Die Ermittlung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem ungepaarten t-Test (***p<0,001). Weiterhin sind
die prozentualen Anteile (B) der Nachkommen aus Abbildung 42A gezeigt, deren Geburtsgewichte unterhalb der
5. Perzentile (rot) oder zwischen der 5. und der 10. Perzentile (rosa) liegen und somit zu klein fiir ihr Alter sind
bzw. der Norm entsprechen (blau). Die Geburtsgewichte der Nachkommen wurden dabei auf die der

Kontrollgruppe bezogen.
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4 Diskussion

Eine Schwangerschaft ist ein hochregulierter, komplexer Mechanismus, der in die Prozesse
Befruchtung, Implantation, Dezidualisierung, Plazentation und Geburt eingeteilt wird. Eine
Vielzahl an Faktoren wirkt fir das Gelingen des Gesamtprozesses, dem Heranreifen eines
gesunden Kindes, zusammen. Dennoch kann es bei jedem einzelnen dieser Prozesse,
beispielsweise durch eine fehlerhafte oder ungenligende Anpassung des miditterlichen
Immunsystems, zu Unstimmigkeiten kommen, die in verschiedenen
Schwangerschaftskomplikationen resultieren kdnnen. Dazu zadhlen Infertilitat, Fehl- oder
Frihgeburt, Praeklampsie sowie IUGR des Nachwuchses. Auch das steigende Alter von
Frauen die sich flr eine Schwangerschaft entscheiden, erhoht das Risiko fur Komplikationen
im Verlauf der Schwangerschaft sowie bei der Geburt 3% Neben der hohen psychischen
Belastung der betroffenen Personen und der Angehdrigen, entstehen enorme Kosten fiir das
Gesundheitssystem %, die somit eine Belastung fir die gesamte Bevolkerung darstellen.
Grundlagenforschung ~ sowie  klinische  Forschung  auf dem  Gebiet  der
Reproduktionsimmunologie sind erforderlich, um diese Probleme zu lésen.

Eine Voraussetzung fiir das Uberleben und eine uneingeschrankte Entwicklung des
Nachwuchses wahrend der Schwangerschaft ist die immunologische Toleranz des
mutterlichen Organismus gegentiber dem semiallogenen Fetus. Zur Etablierung und
Aufrechterhaltung dieser Toleranz ist eine Anpassung des mudtterlichen Immunsystems
notwendig. Eine maRgebliche Rolle spielt dabei das fein modulierte Zusammenspiel der

matterlichen Immunzellen.

4.1 Die Rolle von uterinen Naturlichen Killerzellen und uterinen Mastzellen

wahrend der Schwangerschaft

UNKSs, die haufigste Immunzellpopulation an der feto-maternalen Grenzflache, sind an
wichtigen reproduktiven Prozessen, wie beispielsweise der Umwandlung der SA, die eine
gewaltige Zunahme des zum Fetus flieBenden Blutstromes bewirkt, maBgeblich beteiligt .
Die Mechanismen, die dazu beitragen, sind noch nicht eindeutig geklart. Zur Aufklarung

| '8 verwendet.

dieser Mechanismen wird unter anderem das NK-defiziente IL-15" Mausmodel
Mé&use sind aufgrund ihrer grundlegenden anatomischen, physiologischen und
immunologischen Gemeinsamkeiten mit dem Menschen zur Erforschung und Aufkl&rung von

Schwangerschaftsmechanismen von enormer Bedeutung. Die Vielzahl transgener Mauslinien
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ermoglicht die Untersuchung der Funktion nahezu jeder einzelnen Immunzellpopulation
wahrend der Schwangerschaft in vivo. Neben NK-defizienten Mausmodellen gibt es auch
verschiedene Modelle fir MC-Defizienz. Die alteren Kit-Mutationsstimme, zu denen auch
das W-sh Modell **® gehért, werden von neueren Modellen wie dem heterozygoten Cpa3®™*,
Cre-Master-Modell **® oder dem Mcpt5-Cre* R-DTA* Modell **° zunehmend abgel6st.
Murine uMCs akkumulieren bereits wahrend der rezeptiven Phase des Zyklus im Uterus.

16 Trotz zahlreicher

Kommt es zur Schwangerschaft, steigt die Anzahl weiter an
Untersuchungen ist die Rolle von MCs wahrend der Schwangerschaft in der Literatur
kontrovers diskutiert. Friihe Studien zeigen die Bedeutsamkeit von Histamin, ein von MC
sekretierter Mediator, fiir die Implantation ***'¥7. Auch Verdffentlichungen aus den Jahren
2004 und 2007 konnten zeigen, dass die MC Degranulation einen positiven Einfluss auf die

15125 - AyRerdem wurde eine erhohte Uteruskontraktilitit durch MC-

188,189

Angiogenese hat
Aktivierung gezeigt, die insbesondere eine Bedeutung fur die Geburt hat
Demgegenuber stehen Studien die belegen, dass MC keine maligebliche Rolle fir die

1% sowie fiir die Einleitung der Geburt ***

Implantation spielen. Fruhere Studien unserer
Arbeitsgruppe konnten eine entscheidende Beteiligung von MCs bei reproduktiven Prozessen
belegen. So besalen MC-defiziente W-sh Méuse eine geringere Anzahl an Implantationen,
eine reduzierte Plazentagrole und ebenso wie NK-defiziente Maéuse, suboptimal
umgewandelte SA im Vergleich zur Kontrollgruppe. Interessanterweise wiesen die Tiere
verglichen mit der WT Gruppe eine erhohte Anzahl von uNKs in der Dezidua auf **°.

Im Rahmen der Promotionsarbeit wurde eine mdgliche Gegenregulation von uNKs und uMCs
an der feto-maternalen Grenzflache im IL-15-defizienten Mausmodell untersucht. Des
Weiteren wurden erstmals die Auswirkungen der kombinierten Abwesenheit von uNKs und
uMCs auf die Schwangerschaft und die Entwicklung der Nachkommen in einem eigens dafir
etablierten Mausmodell analysiert und bewertet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue
Einblick in die Bedeutung von uNKs und uMCs fir eine erfolgreiche Schwangerschaft und
eine gesunde Entwicklung des Fetus zu erlangen und die Mechanismen aufzukléren, die fir
die Rolle von uNKs uns uMCs bei reproduktiven Prozessen verantwortlich sind. Die genaue
Kenntnis der Funktion von Immunzellen und deren zugrundeliegenden Mechanismen
waéhrend einer gesunden Schwangerschaft, sind eine Voraussetzung fir die gezielte Korrektur
einer Fehlfunktion der Zellen, wie es bei einigen Schwangerschaftspathologien der Fall ist.
Langfristig soll somit betroffenen Schwangeren geholfen und die Kosten fir das

Gesundheitssystems gesenkt werden.
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4.2 Natirliche Killerzell-defiziente 1L-15" Mause zeigen Einschrankungen
bei der Spiralarterienumwandlung sowie ein erhdhtes Plazentagewicht

Infolge der Notwendigkeit des IL-15 fiir das Uberleben und die Differenzierung von NKs,

% sind

sind NKs in IL-15-defizienten Madusen nicht vorhanden. IL-15-defiziente Mause
demnach ein beliebtes Modell zur Analyse der Funktion von NKs in vivo. Ein abgestimmter
und regulierter Austausch von Néhrstoffen, Gasen und Abfallprodukten zwischen Fetus und
Mutter ist die Grundlage einer optimalen fetalen Entwicklung. In diesem Zusammenhang
stellt die SA Umwandlung einen sehr bedeutenden Prozess dar, da die Blutmenge die zur feto-
platentaren Einheit transportiert wird, sich nicht nur um ein Zehnfaches erhéht 2°, sondern der
Druck und die Geschwindigkeit, mit welcher das matterliche Blut in den intravillésen Raum
gelangt, zugleich herabgesetzt wird #. Da diese SA Umwandlung fr eine uneingeschrankte
Entwicklung des Fetus wichtig ist, wurde in der vorliegenden Arbeit die Umwandlung der SA
in trachtigen 1L-15"" Weibchen analysiert. Dies geschah mittels lichtmikroskopischer Analyse
HE-gefarbter Implantationsquerschnitte. Entnommen wurden die Implantationen hierfir am
Gestationstag 10, da Umwandlungen in den dezidualen Arterien bis Mitte der
Schwangerschaft abgeschlossen sind 2°. Es konnte eine unzureichende SA Umwandlung in
den IL-15"" Weibchen im Vergleich zum WT festgestellt werden, was in einem héheren
Wand-zu-Lumen Verhdltnis erkennbar war. Dieses resultierte aus kleineren Lumen und
dickeren Wanden der Arterien im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Daten bestétigen eine
Studie von Ashkar und Kollegen. Sie beschrieben unmodifizierte SA infolge der NK
Abwesenheit, die durch eine dickere Blutgefdlwand und eine reduzierte Lumengrofie
gekennzeichnet sind, woraus ein erhéhtes Wand-zu-Lumen Verhaltnis resultiert ”’. Gleiches

konnte auch von Barber und Pollert gezeigt werde "

. Grund fir die Hemmung der
Geféalerweiterung kann der fehlende Abbau von glatten Muskelzellen in den Wénden der SA
sein *°. Hier konnte durch fluoreszenzgefarbte Implantationsquerschnitten dargestellt werden,
dass mehr Aktin, welches von glatten Muskelzellen exprimiert und als Indikator fur die
Schichtdicke glatter Muskelzellen genutzt wird, in den Arterien 1L-15"" Mause im Vergleich
zur Kontrollgruppe verblieb. Eine Studie von Kieckbusch und Kollegen konnte zeigen, dass
eine MHC-abhéngige Inhibierung von uNKs die Arterienumwandlung in der Dezidua hindert.
Rag2” Mause (T- und B-Zell defizient) wurden dabei mit B6 oder D8 Mausen verpaart. Ein
zusétzliches allogenes MHC | Gen mit hoher Affinitét fir einen inhibitorischen NK Rezeptor
sorgte in der D8 Verpaarung fir eine starkere Inhibierung der uNKs im Vergleich zur
syngenen B6 Verpaarung. Bei D8-verpaarten RagZ"' Weibchen verblieb auffallend mehr

Aktin in den SA. Im Vergleich dazu zeigte die Aktin Farbung keine MHC abhéangigen
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Unterschiede in der Abwesenheit in B6 oder D8-verpaarten Rag2”/I12rg” Weibchen, die
neben der T- und B-Zell-Defizienz ebenfalls NK-defizient sind *®2. Ausgehend von der
beschriebenen Studie und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann geschlussfolgert
werden, dass die Inaktivierung oder Abwesenheit von NKs zu einem verminderten Abbau von
glatten Muskelzellen in den muditterlichen Arterien des Plazentabettes und somit zu Defekten
in der SA Umwandlung fihrt. Die unzureichende Umwandlung von mutterlichen Arterien ist
in Patienten mit der Entstehung der hypertensiven Schwangerschaftserkrankung Praeklampsie
oder der Entwicklung von zu kleinen Nachkommen assoziiert 2%, Auch im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass schlecht modifizierte SA einen Einfluss auf die Entstehung von
schwangerschaftsbedingtem Bluthochdruck und IUGR ausiiben koénnen *. Auf Grundlage
dieser Studien wurde im Rahmen der Promotionsarbeit der Blutdruck der I1L-157 Weibchen
vom Tag der Befruchtung bis zum 18. Gestationstag aller zwei Tage gemessen. Obwohl die
systolischen Blutdruckwerte der IL-15-defizienten Tiere im Vergleich zu C57BL/6N
Weibchen ab  Gestationstag 4 signifikant hoher waren, konnte zu keinem
Trachtigkeitszeitpunkt Bluthochdruck (> 140 mmHg) festgestellt werden. Ubereinstimmend
damit konnten auch Croy und Kollegen beim Vergleich von trachtigen Rag2”/112rg” (NK-,
B-, T-Zell-defizient) mit BALB/c Méausen keinen direkten Einfluss der SA Umwandlung auf

19 Weiterhin wurde die

die Regulation des Blutdruckes wahrend der Schwangerschaft zeigen
Reproduktionseffizienz der Versuchsgruppen wahrend der Promotionsarbeit analysiert. Beide
Gruppen zeigten am 10. Gestationstag eine vergleichbare Anzahl an Implantationen und
Aborten. Ahnliche Ergebnisse konnten Barber und Pollert in ihren Untersuchungen
feststellen. Sie belegten, dass die Reproduktionseffizienz in 1L-157" Mausen nicht
eingeschrankt ist. Dabei dokumentierten sie neben einer normalen Gestationsdauer, eine
vergleichbare Anzahl und ein vergleichbares Gewicht der Neugeborenen "*. Ebenso zeigten
sich in der vorliegenden Arbeit keine Unterschiede im fetalen Gewicht, das genau wie das
Plazentagewicht am Gestationstag 18 bestimmt wurde. Interessanterweise war das
Plazentagewicht in den IL-157 Tieren signifikant erhéht. Auch in verschiedenen Studien
konnte ein Zusammenhang zwischen NKs und der Plazentaentwicklung dokumentiert werden
17319 " Grund fur das erhohte Plazentagewicht in NK-defizienten IL-15"" Tieren konnte der
Versuch eines Ausgleiches des reduzierten Blutflusses in der feto-plazentaren Einheit
aufgrund der eingeschrankten SA Modifikation sein. Auf Grundlage der Gewichte von Feten
und Plazenten ergab sich ein signifikant reduzierter FPI in IL-15-defizienten Weibchen im

Vergleich zur Kontrolle. Zusammenfassend belegen die Untersuchungen, dass uNKs fir eine
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effiziente SA Umwandlung wichtig sind, fir die Geburt gesunder Nachkommen jedoch nicht

unbedingt bendtigt werden.

4.3 Naturliche Killerzell-defiziente 1L-15" Mause weisen eine erhohte

Anzahl an uterinen Mastzellen auf

Vorangegangene Studien unserer Arbeitsgruppe legten eine erhohte Anzahl an uNKs in der
Dezidua MC-defizienter W-sh Mausen dar. Die Rekonstitution von W-sh Mausen mit
BMMC:s fiihrte zu einem Abfall der uNKs (pro Flacheneinheit) auf das Niveau der WT, was
eine Gegenregulation von uNKs und uMCs an der feto-maternalen Grenzflache vermuten
lasst °. Ein Ziel der Arbeit bestand folglich darin, die Gegenregulation von uNKs und uMCs
in einem NK-defizienten Mausmodell zu tberprifen. Hierfir wurde die Anzahl an uMCs in
NK-defizienten IL-157 Mausen evaluiert. Am Gestationstag 5 wurden zu diesem Zweck
Uterusproben bzw. am Gestationstag 10 Deziduaproben entnommen und mittels
Toluidinblau-gefarbter Uterusquerschnitte (Gestationstag 5) bzw. durchflusszytometrischer
Analyse (Gestationstag 5 und 10) die Menge an uMCs bestimmt. Sowohl am Gestationstag 5
als auch am Gestationstag 10 zeigte sich eine signifikant hthere Anzahl an uMCs in den NK-
defizienten 1L-15"" Tieren. uMCs stellen eine inhomogene Population aus CTMCs, MMCs
und Zellen, die Charakteristika beider Subpopulationen aufweisen, dar **°. Insbesondere MC-
assoziierte Proteasen, wie Tryptasen und Chymasen, sind an der Funktion von MCs beteiligt
1% ‘\wahrend Mcptl als Chymase vorrangig von MMCs gebildet wird, sezernieren CTMCs
die Tryptae Mcpt6 **3. Die Expression beider Proteasen wurde in der Arbeit mittels real-
time PCR ermittelt. Am Gestationstag 5 zeigten die Versuchsgruppen keine Unterschiede in
der Expression der Proteasen. Am 10. Gestationstag war die Expression von sowohl Mcptl
als auch Mcpt6 in IL-157 Weibchen signifikant hoher als in WT. Die erhohte Aktivitat der
MCs erst nach dem 5. Gestationstag kann folgenden Hintergrund haben. Normalerweise
akkumulieren und proliferieren uNKs ab dem 4. Gestationstag sehr stark in der decidua
basalis und im MLAp und beeinflussen wichtige Prozesse wie die SA Umwandlung und die
Plazentation **’. Da das massive Auftreten von uNKs an der feto-maternalen Grenzflache in
IL-157 Mausen ausbleibt, stellt die signifikant erhdhte Anzahl und Aktivitdt von uMCs
maoglicherweise einen Kompensationsmechanismus dar, um die fehlenden uNKs
auszugleichen. Diese Theorie wird durch das Vorhandensein eines &hnlichen
Mediatorenspektrum von uNKs und uMC gestiitzt ****"®" In der Literatur gibt es ebenso

andere Beispiele flr eine gegenseitige Beeinflussung verschiedener Zellpopulationen an der
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feto-maternalen Grenzflache und eine damit verbundene positive Wirkung auf die
Schwangerschaft. So konnte gezeigt werden, dass der Transfer von Tregs in ein Abort-
Mausmodell die Expansion von uMCs erhéht und somit die Angiogenese und andere wichtige
Parameter der friihen Schwangerschaft wie die SA Umwandlung, die Plazentaentwicklung als
auch die Level der Islichen fms-ahnlichen Thyrosinkinase 1 normalisiert **®. Eine andere
Veroffentlichung zeigt, dass die Manipulation des normalen DC/NK-Verhaltnisses durch eine
gestorte deziduale Umwandlung zu Fehlgeburt fiihrt. Dies belegt die Notwendigkeit eines

ausbalancierten Verhaltnisses von DCs und NKs wahrend der friihen Schwangerschaft 1%°.

4.4 Reproduktionsmerkmale von weiblichen Mausen, die weder Naturliche

Killerzellen noch Mastzellen besitzen

Die Existenz eines moglichen Komensationsmechanismus von uNKs und uMCs zur
Vollziehung wichtiger Prozesse an der feto-maternalen Grenzfliche sowie die
Gemeinsamkeiten zwischen den Zellen, die in verschiedenen Mausmodellen aufgezeigt
wurden, er6ffneten die Frage, wie sich die gleichzeitige Abwesenheit von NKs und MCs auf
die Schwangerschaft im Mausmodell auswirkt. Da zur Beantwortung dieser Fragestellung
kein geeignetes Mausmodell vorhanden war, wurde im Rahmen der Promotionsarbeit ein
solches Modell etabliert und untersucht. Genutzt wurden dafir Cpa3-Cre MC-defiziente
Mause und ein NK-depletierender Antikorper. Das c-Kit-unabhéngige Cpa3-Cre Mausmodell
15 zeichnet sich durch eine konstitutive CTMC- und MMC-Defizienz infolge eines
gentoxischen Mechanismus aus. In der vorliegenden Arbeit wurde zudem erstmals die

+/+

Abwesenheit von uMCs in Cpa3®™®* im Vergleich zur Cpa3** Kontrollgruppe anhand
Toluidinblau-gefarbter Uterusquerschnitte experimentell gezeigt. Als NK-depletierender
Antikérper wurde zunachst der polyklonale Antikdrper anti-asialo GM1 2% getestet, da er laut
Literatur NKs in vielen Mausstammen effektiv depletiert #1%2°222 |n der Tat konnte in der
vorliegenden Arbeit ein reduzierter Anteil an pNKs in Milz, Blut, mesenterischen und
inguinalen LK am Gestationstag 10 nachgewiesen werden. Ausgereifte murine uNKs
exprimieren die Kohlenhydratstruktur Asialo ganglio-N-tetraosylceramide (asialo GM1),
gegen welche anti-asialo GM1 gerichtet ist, auf ihrer Oberflache 2. Demnach wurde neben
einer Depletion von pNKs, eine wirksame Depletion von uNKs in vivo erwartet. Entgegegen
der Erwartung zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keine Depletion von uNKs bei
einer aller zwei Tage wiederholten i.p. Injektion des Antikorpers. Dies ist ein wichtiges

Ergebnis fur zukinftige reproduktionsbasierte Untersuchungen. Auch eine Studie aus dem

110



Diskussion

Jahr 2015 demonstrierte eine unerwartete Spezifitdt der Depletion verschiedener NK
Subpopulationen durch anti-asialo GM1. So konnte gezeigt werden, dass ortsanséllige NKs
nicht von anti-asialo GM1 depletiert werden, da sie eine reduzierte anti-asialo GM1
Expression aufweisen 2**. Moglicherweise ist auch die Expression von asialo GM1 auf uNKs
zu gering, um seine Wirksamkeit zu entfachen. Um zum gewtinschten Ziel einer effektiven
NK Depletion zu gelangen, wurde im Folgenden der monoklonale, NK-depletierende
Antikorper anti-CD122 (TM-B1), der gegen IL-2Rp gerichtet ist &, auf seine Fahigkeit pNKs
und uNKs zu depletieren, untersucht. Obwohl eine effektive NK-Depletion durch die
Injektion des Antikorpers anti-CD122 von dem Verlust von CD8"CD122" Tregs begleitet wird
205206 " kam der Antikorper zum Einsatz, denn die Ergebnisse bestatigten eine effektive
Depletion von sowohl pNKs als auch uNKs nach einmaliger i.p. Injektion von anti-CD122
(0,25 mg) sowohl in C57BL/6 als auch in Cpa3*"* und Cpa3“™* Mausen. Die Depletion von
pPNKs wurde mit durchflusszytometrischen Analysen in Milz, Blut, mesenterischen und
inguinalen LK am Gestationstag 10 nachgewiesen. Ebenfalls am Gestationstag 10 erfolgte der
Nachweis der Depletion von uNKs mittels DBA Lektin Farbung von
Implantationsquerschnitten. Mit der Injektion von anti-CD122 in Cpa3“™®* Weibchen wurde
das Ziel der Etablierung eines Mausmodelles, welches sich durch die gemeinsame
Abwesenheit von uNKs und uMCs auszeichnet, erreicht. Es konnte nachgewiesen werden,
dass die einmalige Injektion die pNKs effektiv mindestens bis zum Gestationstag 18
depletierte (Daten nicht gezeigt). Wie weit tiber den genannten Zeitraum hinaus die Depletion
anhielt wurde nicht getestet, da dies fur die vorliegenden Untersuchungen nicht relevant war.
Die erfolgreiche Depletion von uNKs wurde am Gestationstag 10 Uberprift. Es ist wichtig,
dass UNKs nach Antikérpergabe bis zu diesem Zeitpunkt abwesend sind, da sie SA

Umwandlung bis Mitte der Schwangerschaft abgeschlossen sein sollte.

4.4.1 Die gleichzeitige Abwesenheit von Nattrlichen Killerzellen und Mastzellen
fuhrt zu einer dramatischen Verschlechterung der Umwandlung von
Spiralarterien

Nach der erfolgreichen Etablierung des bendtigten Mausmodelles wurden die Auswirkungen
der kombinierten Abwesenheit von uNKs und uMCs auf die Schwangerschaft evaluiert.
Gleichfalls konnte mit Hilfe der ensprechend verwendeten Kontrollgruppen die alleinige
Abwesenheit von NKs bzw. MCs in diesem Modell evaluiert werden. Untersucht wurden die
Implantations- und Abortrate, die SA Umwandlung, der Blutdruck im Verlauf der
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Schwangerschaft sowie die Entwicklung der Nachkommen. Am Gestationstag 10 wiesen alle
Versuchsgruppen eine vergleichbare Anzahl an Implantationen auf, so dass bestatigt werden
konnte, dass keine dieser Zellen die Implantation beeinflusst. Auch die Abortrate war
vergleichbar zwischen den Gruppen, abgesehen von der erhéhten Abortrate der anti-CD122-
behandelten Cpa3™* Tiere. Die SA Analyse am Gestationstag 10 zeigte, dass sowohl NK-
depletierte, anti-CD122-behandelte Cpa3*™* sowie MC-defiziente, PBS-behandelte Cpa3“"®*
Weibchen im Vergleich zu PBS-behandelten Cpa3"”* WT Weibchen suboptimal
umgewandelte SA besalen, was sich in einer hoheren Wanddicke, einem hdheren Wand-zu-
Lumen Verhaltnis und einer starkeren Expression des Aktins glatter Muskelzellen zeigte. Die
Daten der anti-CD122-behandelten Cpa3** Tiere bestitigen zum einen die zuvor in den
IL-157 Tieren gewonnenen Daten und unterstreichen zum anderen die Relevanz von uNKs
fiir die SA Umwandlung, da diese hiermit in einem weiteren Mausmodell gezeigt wurde. Die
Daten der PBS-behandelten Cpa3©™"* Tiere unterstreichen die Bedeutsamkeit von uMCs fiir
die SA Umwandlung, welche hiermit im Cpa3-Modell nochmal bewiesen werden konnte. Die
Auswirkungen einer kombinierten Abwesenheit wurden bisher erstmalig in der vorliegenden
Arbeit untersucht. NK/MC-defiziente Madause wiesen deutlich die am schlechtesten
umgewandelten SA auf. Sie zeigten nach Auswertung HE-gefarbter Implantationsquerschnitte
die hochste Wanddicke sowie das hochste Wand-zu-Lumen Verhaltnis im Vergleich zu allen
anderen Gruppen. Des Weiteren zeigte sich eine starke Aktinexpression glatter Muskelzellen.
Alle drei Parameter verdeutlichen die suboptimale SA Umwandlung. Diese Daten zeigen
erstmals, dass die Anwesenheit beider Zellpopulationen fur die SA Umwandlung notwendig
ist. Wie auch im IL-15 Mausmodell konnte hier trotz der extremen Einschrankungen der SA
Umwandlung zu keinem Zeitpunkt der Schwangerschaft in keiner der Gruppen
Bluthochdruck (> 140 mmHg) festgestellt werden. Dies belegt erneut, dass die SA
Umwandlung im Mausmodell nicht unbedingt mit Bluthochdruck assoziiert sein muss. In
Patienten kann IUGR als Folge einer schlechten SA Umwandlung auch ohne erhohten

Blutdruck erfolgen, so dass es sich um zwei verschiedene Atiologien handelt %'
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4.4.2 Die Abwesenheit von Mastzellen, jedoch nicht von Naturlichen Killerzellen
fuhrt zu einer suboptimalen fetalen Entwicklung; beim Fehlen beider Zelltypen
kann eine dramatische Wachstumsretardierung und ein zu geringes

Geburtsgewicht beobachtet werden

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob sich die Abwesenheit von NKs, MCs oder die
kombinierte Abwesenheit beider Zelltypen auf die Entwicklung der Nachkommen auswirkt,
wurden am Gestationstag 18 das fetale Gewicht, das Plazentagewicht und der FPI bestimmt.
Aulerdem wurde das Geburtsgewicht der Nachkommen aller Versuchsgruppen ermittelt. Die
Feten NK-depletierter, anti-CD122-behandelter Cpa3™* Weibchen zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein vergleichbares Gewicht. Das Plazentagewicht war signifikant erhéht. Die
Daten der NK-depletierten Gruppe bestatigen damit die im Rahmen der Arbeit gewonnenen
Ergebnisse des NK-defizienten IL-15” Mausmodelles, welches ebenfalls am Gestationstag 18
ein vergleichbares Gewicht und ein hoheres Plazentagewicht aufwies. Im I1L-15" Mausmodell
war zudem der FPI signifikant verringert. Dies war im NK-depletierten Modell nicht der Fall,
da das Plazentagewicht zwar signifikant erhoht, insgesamt jedoch geringer als das der IL-15"
Tiere war. 4,8 % der Nachkommen wiesen am Gestationstag 18 ein Gewicht unter der 5.
Perzentile auf. Das Geburtsgewicht der Nachkommen aller anti-CD122-behandelter Cpa3**
Weibchen war jedoch vergleichbar mit dem der Kontrollgruppe.

Die Feten MC-defizienter, PBS-behandelter Cpa3“"™®* Weibchen zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein vergleichbares Plazentagewicht sowie einen normalen FPI. Das fetale
Gewicht am Gestationstag 18 war jedoch signifikant niedriger als das der Kontroll- und der
NK-depletierten Gruppe. Zudem lag das Gewicht von 3,8 % der Feten unter der 5. Perzentile
und das Gewicht von 7,5 % zwischen der 5. und dem 10. Perzentile. Auch nach der Geburt
zeigten die Nachkommen ein auffallend geringeres Gewicht. Insgesamt kamen 25,8 % zu
klein auf die Welt (16,1 % unter der 5. Perzentile, 9,7 % zwischen der 5. und der 10.
Perzentile). Noch dramatischer waren die Auswirkungen der kombinierten Abwesenheit von
NKs und MCs in anti-CD122-behandelten Cpa3©™* Weibchen. Am Gestationstag 18 zeigten
sich ein viel geringeres Gewicht der Nachkommen im Vergleich zu allen anderen Gruppen,
das trotz gleichem Plazentagewicht zu einem signifikant reduzierten FPI flihrte. Am
Gestationstag 18 wiesen 19 % der Nachkommen ein Gewicht unter der 5. Perzentile und 11 %
ein Gewicht zwischen der 5. und dem 10. Perzentile auf. Bei der Geburt waren 52,6 %, also
mehr als die Hélfte, zu klein im Vergleich zur Kontrollgruppe (42,1 % unter der 5. Perzentile,
10,5 % zwischen der 5. und der 10. Perzentile). Um auszuschliel3en, dass das geringere

Gewicht die Folge einer erhohten Anzahl an geborenen Weibchen ist, die eventuell bereits bei
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der Geburt leichter sind als Mannchen, wurde bei einem Alter von etwa einem Monat das
Geschlecht der Nachkommen bestimmt. Interessanterweise wurden in der Gruppe mit dem
geringsten Geburtsgewicht nicht mehr, sondern sogar weniger Weibchen geboren als in der
WT Gruppe. Dies unterstreicht die schlechte Entwicklung der Nachkommen in der NK/MC-
defizienten Gruppe. Daraus kann man schlussfolgern, dass uNKs zwar fiir eine effiziente SA
Umwandlung wichtig, fur die Geburt gesunder Nachkommen jedoch nicht unbedingt
notwendig sind. MCs hingegen werden nicht nur fir eine effiziente SA Umwandlung
benotigt, sondern auch fiir eine uneingeschrénkte Entwicklung der Nachkommen. Eine Reihe
von Untersuchungen belegen eine tberméRige Aktivierung von MCs bei der Induktion von
Asthma 2%®%2 |nteressanterweise besitzen schwangere Frauen mit Asthma ein erhohtes
Risiko, Babies mit einem geringen Geburtsgewicht (< 2500 g) zur Welt zu bringen %2,
Eine andere Studie belegt daneben einen Zusammenhang zwischen mdtterlichem Asthma und
Wachstumseinschrankungen der Nachkommen sowie die Entwicklung von Praeklampsie und
Frithgeburt 2", Ein geringes Geburtsgewicht (< 2500 g) fiihrt seinerseits zu einem erhéhten
Risiko, in jungen Jahren an Asthma zu erkranken ?**?'®#° Die Symptome der Erkrankung
Mastozytose unterliegen einer unnormalen Anhaufung von MCs in verschiedenen Geweben
sowie der lokalen und systemischen Freisetzung von MC-Mediatoren ®°. Die Auswirkungen
einer Schwangerschaft auf den Gesundheitszustand von Mastozytose Patientinnen ist
unterschiedlich. In einer Studie aus dem Jahr 2011 zeigten 22 % der Frauen eine
Verschlechterung, 33 % eine Verbesserung und der restliche Anteil keine Verédnderungen der
MC-bezogenen Symptome ??*. Eine andere Verdffentlichung belegt, dass abgesehen von
einem erhohten Risiko von frihzeitig einsetzenden Uteruskontraktionen, die jedoch mit
Antihistamin gut kontrollierbar sind, keine Komplikationen wéhrend der Schwangerschaft
bestehen #2°. Kommt es zu einer Verschlechterung der Symptome, basiert dies meist auf dem
Herabsenken der Medikamente wéhrend der Schwangerschaft. Der Nachwuchs wird im
Normalfall gesund geboren ?%%, nur einige Falle berichten von Komplikationen wie Friihreife
oder einem zu geringen Geburtsgewicht 2%, Hier konnte erstmals gezeigt werden, dass auch
die Abwesenheit von MCs mit Wachstumsretardierung bis hin zu einem zu geringeren
Geburtsgewicht assoziiert ist. Die kombinierte Abwesenheit von uNKs und MCs hatte
drastische, negative Auswirkungen auf die SA Umwandlung und fihrte zu einem noch
geringeren Gewicht des Nachwuchses, von dem mehr als die Hélfte von
Wachstumseinschrankungen  betroffen war. Dies bestdtigt die Relevanz beider

Zellpopulationen an der feto-maternalen Grenzfléche.
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4.5 Die Mastzellprotease 5 fungiert als Mediator von uterinen Mastzellen

und uterinen Naturlichen Killerzellen

Die kombinierte Abwesenheit von NKs und MCs war mit einer erheblichen Beeintrachtigung
des fetalen und des Geburtsgewichtes der Nachkommen sowie mit einer suboptimalen SA
Umwandlung assoziiert. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand folglich darin aufzukléaren,
wodurch die Zellen ihren positiven Effekt auf die SA Umwandlung bewirken. Neben dem
Abbau von glatten Muskelzellen und der elastischen Schicht in der ArteriengefaRwand ist das
Einwandern und Ersetzen von mutterlichen Zellen durch Trophoblasten fiir die Erweiterung
des SA Lumens verantwortlich *°. Whitley und Cartwright fassten zusammen, dass diese
Trophoblasteninvasion von einer Reihe von Faktoren beeinflusst werden kann. Dies umfasst
neben Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Adhédsionsmolekillen und MMPs auch die lokal
vorhandenen Zellen, die entweder durch direkte Interaktion oder l6sliche Faktoren sowohl
den invasiven Prozess als auch den Phanotyp von Trophoblasten beeinflussen kénnen %
Studien von Ashkar und Kollegen belegten beispielsweise einen Einfluss des von NKs
sekretierten, pro-inflammotorischen Zytokins IFN-y im Rahmen einer erfolgreichen SA
Umwandlung "*. Daraufhin wurde in der vorliegenden Promotionsarbeit ein Zusammenhang
zwischen der SA Umwandlung und l6slichen Faktoren, die von MCs oder NKs exprimiert
werden, untersucht. Tryptasen und Chymasen, beispielsweise Mcpt5, werden in den Granula
von MCs exprimiert **. In der vorliegenden Arbeit konnte die Expression von Mcpt5 (murine
o-Chymase) bzw. Cmal (humane a-Chymase) fiir die murine MC-Linie MC/9 sowie murine
PCMCs, als auch fur die humane MC-Linie HMC-1 durch Proteinanalyse belegt werden. Wie
zu erwarten, war die Abwesenheit von MCs in vivo mit einer signifikant reduzierten
Expression der MC Chymase Mcpt5 assoziiert. Erstaunlicherweise war die Mcpt5 Expression
in NK-depletierten Cpa3** Weibchen geringer, als die PBS-behandelter Cpa3** Weibchen.
Ebenso wiesen MC-defiziente Weibchen, deren NKs depletiert wurden, im Vergleich zu MC-
defizienten Weibchen ohne NK-Depletion eine signifikant geringere Mcpt5 Expression auf,
die mit suboptimal umgewandelten SA assoziiert war. Dies konnte mit mRNA- und
Proteinanalysen am Gestationstag 10 gezeigt werden. Dieses Ergebnis war in zweierlei
Hinsicht interessant. Zum einen zeigte es, dass NKs einen Einfluss auf die Mcpt5 Expression
an der feto-maternalen Grenzflache nehmen. Zum anderen lie es einen Zusammenhang
zwischen Mcpt5 Expression und SA Umwandlungseffizient vermuten. Der Einfluss von
UNKSs auf die Mcpt5 Expression an der feto-maternalen Grenzflache ist Uber zwei Wege

maoglich. Entweder exprimieren uNKs selbst Mcpt5 oder sie beeinflussen die Mcptb
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Expression in der Dezidua indirekt. Studien belegen, dass die Expression von Mcpts nicht
immer MC spezifisch ist. So galt Mcpt8 1998 als MC-spezifisch *%. Im Jahr 2010 wurden
Mcpt8®™ Mause zur selektiven und induzierbaren Entfernung von Basophilen generiert %2,
Des Weiteren konnte 2009 gezeigt werden, dass Mcptll hauptsachlich von Basophilen und
nur in geringem MaRe von MCs exprimiert wird ?*°. Bezug nehmend auf diese Daten ist auch
die Expression von Mcpt5 durch andere Zellen nicht komplett ausgeschlossen. Chen und
Kollegen konnten sowohl in DBA™ als auch in DBA™ uNKs Cmal (hier Synonym fir Mcpt5
verwendet) auf mMRNA Basis nachweisen. Untersuchungen Uber die mRNA Basis hinaus
folgten nicht, da zum damaligen Zeitpunkt kein Antikérper zur immunhistochemischen

Detektion zur Verfiigung stand .

Interessanterweise belegen die Ergebnisse der
Promotionsarbeit die Expression von Mcpt5 durch uNKs mittels Doppelfluoreszenzfarbung in
Implantationen von MC-defizienten Cpa3®™* sowie PBS-behandelten WT Cpa3™* Mausen
am Gestationstag 10. Des Weiteren konnte die Expression von Mcpt5 durch uNKs mittels
Doppelfluoreszenzfarbung in Implantationen am Gestationstag 10 von MC-defizienten W-sh
Méusen sowie C57BL/6J Kontrolltieren nachgewiesen werden (unpublizierte Daten). Dies

bestétigt, dass UNKs Mcpt5 exprimieren.

4.6 Mastzellprotease 5-positive Zellen beeinflussen die Schwangerschaft

und die fetale Entwicklung positiv

MCs und NKs sind wahrend der murinen Schwangerschaft in erhéhter Menge an der feto-
maternalen Grenzflache lokalisiert ®*®**® Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, sind
beide Zellpopulationen in der Lage, Chymase zu exprimieren. Die Chemotrypsin-&hnliche
Protease beeinflusst viele biologische Prozesse. In vivo induziert sie die Anhdufung von
Neutropohilen, Eosinophilen und anderen inflammatorischen Zellen . AuBerdem ist die
Chymase in der Lage, die Gewebeumwandlung zu beeinflussen. Durch die Spaltung von
Vorlaufern werden verschiedene Mediatoren wie Angiotensin | **®%?° Endothelin-1 %" und
Metalloproteasen ?®??° durch die Chymase aktiviert. Des Weiteren werden Proteine der
extrazellularen Matrix degradiert 1*>*%2 Damit hat die Chymase auch einen Einfluss auf
glatte Muskelzellen. Sie inhibiert beispielsweise die Proliferation von humanen glatten
Muskelzellen in der Lunge %**. Andere Studien dokumentieren die Induktion von Apoptose in

glatten Muskelzellen der humanen Kranzarterie *°

sowie die Destabilisierung von
atherosklerotischen Plaques in Mausen ebenfalls durch Apoptoseinduktion **® durch die

Aktivitat von Chymase. Die Apoptose von uterinen glatten Muskelzellen, welche die SA des
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Uterus auskleiden, ist ein wichtiger Prozess wahrend der SA Umwandlung im Rahmen einer
erfolgreichen Schwangerschaft . Welchen Prozessen und Mediatoren die Apoptose von
uterinen glatten Muskelzellen unterliegt, ist nicht ausreichend geklart. So stellte sich die
Frage, ob die von uMCs oder uNKs exprimierte Chymase in der Lage ist, die Apoptose von
glatten Muskelzellen des Uterus zu beeinflussen. Zur Klérung dieser Fragestellung wurden
uterine glatte Muskelzellen mit Mcpt5-exprimierenden MC/9 Zellen kokultiviert. Die 48
stindige Kokultivierung erfolgte in einem Transwellsystem, um einen direkten Zellkontakt
auszuschliefen und lediglich den Effekt von loslichen Faktoren zu bewerten. Als Ergebnis
zeigte sich, dass Mcpt5-exprimierende MC/9 Zellen den prozentualen Anteil an Annexin V-
positiven und somit die Apoptose von uterinen glatten Muskelzellen signifikant erhthen. Dies

| 17171 verhindert werden. Anhand

konnte durch die Zugabe des Chymaseinhibitors STB
dieses Versuches konnte erstmalig eine Beteiligung von Mcpt5-exprimierenden Zellen an der
Umwandlung der SA durch Erhéhung der Apoptose uteriner glatter Muskelzellen durch die
Aktivitdt von Chymasen nachgewiesen werden. Dies stellt einen bisher unentdeckten,
Trophoblasten-unabhéngigen SA Umwandlungsmechanismus dar. Um eindeutig eine Rolle
der Chymase Mcpt5 nachzuweisen, misste ein spezieller Inhibitor fir die Chymase eingesetzt
werden, der nach derzeitigem Kenntnisstand nicht verfugbar ist. Eine weitere Moglichkeit fiir
den direkten Nachweis wére der Knockdown von Mcpt5 in Mcpt5-exprimierenden Zellen. Im
Rahmen der Promotionsarbeit wurde eine siRNA Transfektion von MC/9 Zellen als auch
PCMCs mittels Elektroporation mehrmals durchgefiihrt. Leider war die erreichte
Knockdownrate (maximal 38 %) zu gering, um den entsprechenden Versuch durchzufihren.
Dennoch lassen die Ergebnisse des Kokultivierungsversuches den Einfluss von Chymasen auf
die SA Umwandlung durch Erhéhung der Apoptose uteriner glatter Muskelzellen stark
vermuten. AulRerdem spricht die suboptimale SA Umwandlung in Verbindung mit geringen
Mcpt5-Expressionswerten in den NK-depletierten, MC-defizienten oder NK/MC-defizienten
Tieren in vivo dafir. Demnach ist die geringere Mcpt5 Expression in NK-depletierten, anti-
CD122-behandelten Cpa3*"* Weibchen sowie MC-defizienten Cpa3“"®* Weibchen, vor allem
aber die fehlende Mcpt5 Expression in NK/MC-defizienten anti-CD122-behandelten Cpa3©™*
Weibchen, die Grundlage der schlechteren SA Umwandlung. Die Abwesenheit von NKSs in
anti-CD122-behandelten Cpa3*’* Weibchen im Vergleich zur Abwesenheit von MCs in PBS-
behandelten Cpa3“"®* Weibchen war mit einem geringeren Verlust der Mcpt5-Expression an
der feto-maternalen Grenzfldche verbunden. Dies spricht fir eine héhere Mcpt5 Expression
von uMCs im Vergleich zu uNKs. Da verhdltnismaRig eine sehr viel hohere Menge an uNKs
als uMCs im Uterus lokalisiert ist, scheinen nicht alle uNKs, sondern nur ein gewisser Anteil,
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Mcpt5 zu exprimieren. Grund fir die suboptimale SA Umwandlung in Assoziation mit
Einschrankungen des Geburtsgewichtes der Nachkommen in MC-defizienten Mausen kann
neben einer verringerten Mcpt5 Expression, auch der fehlende Einfluss weiterer Chymasen
sein. Diese Theorie ist in unserem experimentellen Setting leider nicht zu Uberprifen. Es
existieren auch keine Mause, bei denen mehrere Chymasen ausgeschaltet wurden. W-sh
Méuse, die aufgrund einer c-Kit Mutation unter anderem keine MC besitzen, haben ebenfalls
eine suboptimale SA Umwandlung **°. Die fehlende Mcpt5-Sekretion in NK/MC-defizienten
Tieren war mit dramatischen Auswirkungen auf die SA Umwandlung sowie einer héheren
Anzahl an wachstumsretartierten Nachkommen assoziiert. Das beschriebene Szenario,
bestehend aus den in der Arbeit gewonnenen Ergebnissen, ist in

Abbildung 43 dargestellt.
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Cpa3** + PBS Cpa3** + anti-CD122 Cpa3Cre’* + PBS Cpa3Cre* + anti-CD122
(WT) (keine uNKs) (keine uMCs) (keine uNKs/uMCs)
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SA Umwandlung

Geburtsgewicht

Abbildung 43: Schematische Darstellung der in der Arbeit gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich des
Einflusses Mastzellprotease (Mcpt) 5-exprimierender Zellen auf die Spiralarterien (SA) Umwandlung und
die Entwicklung der Nachkommen. Der linke Teil der Abbildung stellt die Situation in PBS-behandelten
Cpa3*™ WT Weibchen dar. Sowohl uMCs als auch uNKs exprimieren Mcpt5. Die vor der Schwangerschaft
dickwandigen, kleinlumigen SA wandeln sich in venenartige, groRlumige Gefalle mit sehr dinnen Wénden, um
eine optimale Versorgung der Feten zu gewdhrleisten. Das Gewicht der Nachkommen ist der Norm

+/+

entsprechend. Behandelt man Cpa3™" Weibchen mit anti-CD122, kommt es zum Verlust von NKs in vivo. Dies
ist mit einer reduzierten Mcpt5-Expression an der feto-maternalen Grenzflache und schlechter umgewandelten
SA assoziiert. PBS-behandelte Cpa3“™* Weibchen exprimieren aufgrund ihrer MC-Defizienz noch geringere
Mengen an Mcpt5 als die NK-depletierten Tiere. Dies ist mit einer suboptimalen SA Umwandlung sowie einem
signifikant geringerem Geburtsgewicht der Nachkommen assoziiert. Depletiert man durch die Injektion von anti-
CD122 NKs in MC-defizienten Cpa3“"* Weibchen, kommt es neben einem nahezu vollstandigem Verlust der
Mxpt5-Expression zu einer fast ausbleibenden SA Umwandlung und einer extrem eingeschrénkten

Gewichtsentwicklung der Nachkommen.

Durch neueste Studien konnte eine Inhibierung der MC Chymase durch Ostrogen
nachgewiesen werden 222, Interessanterweise steigt die Ostrogenkonzentration ab Mitte der
Schwangerschaft, der Zeitpunkt an dem die SA Umwandlung weitgehend abgeschlossen ist,

stark an %%,

Maglicherweise fiihrt der Anstieg der Ostrogenkonzentration Mitte der
Schwangerschaft zur Inhibierung der Aktivitdt der Chymase, die ihre Aufgabe mit der SA

Umwandlung erfallt hat und nicht mehr benétigt wird. Wahrend eine physiologische
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Ostrogenkonzentration wahrend der Schwangerschaft notwendig ist, steht eine zu hohe
Ostrogenexposition, beispielweise verursacht durch Umweltdstrogene (Substanzen mit

235-237

Ostrogen-ahnlicher Aktivitat), in Verdacht, fur Reproduktionsstérungen in Tieren als

auch im Menschen %240

verantwortlich zu sein. Madglicherweise fuhren zu hohe
Ostrogenkonzentration wahrend der friihen Schwangerschaft zu einer vorzeitigen Inhibierung
der Chymaseaktivitat, welche somit nicht dazu in der Lage ist, eine optimale SA
Umwandlung zu bewirken. Eine unzureichende SA Umwandlung kann wiederum Ursache fur
unterschiedliche Schwangerschaftspathologien sein.

Aufbauend auf den bisher dargelegten Erkenntnissen folgten weitere Untersuchungen, um den
positiven Einfluss von Mcpt5 auf die Schwangerschaft zu bestétigen. Hierfir bediente man
sich des Mcpt5-Cre* R-DTA" Mausmodelles ', welches sich durch die konstitutive
Abwesenheit Mcpt5-exprimierender Zellen auszeichnet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde das Modell nach derzeitigem Kenntnisstand erstmalig in Hinsicht auf die
Schwangerschaft untersucht. Wéhrend die Implantations- sowie die Abortrate durch das
Fehlen von Mcpt5-positiven Zellen nicht beeinflusst wurde, wiesen Mcpt5-Cre” R-DTA™ im
Vergleich zu Mcpt5-Cree R-DTA" Kontrolltieren am Gestationstag 10 suboptimal
umgewandelte SA auf. Dies wurde anhand einer signifikant hoheren Wanddicke sowie einem
signifikant hoherem SA Wand/ Lumen Verhaltnis festgestellt. Die Daten zeigen eindeutig den
positiven Einfluss Mcpt5-exprimierender Zellen auf die SA Umwandlung in vivo. Dies kénnte
eine direkte Folge von der fehlenden Apoptose uteriner glatter Muskelzellen sein, wie bereits
diskutiert wurde. Mittels real- time PCR konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von
Mcpt5-exprimierenden Zellen in Deziduaproben von Mcpt5-Cre” R-DTA" Mausen mit einer
signifikant geringeren Expression von MMP9 am Gestationstag 10 im Vergleich zur WT
Gruppe assoziiert ist. Die Gelatinase MMP9 gehort zu der Gruppe proteolytischer Enzyme,
die als MMPs bezeichnet werden und nimmt einen wesentlichen Einfluss auf die Degradation
von Basalmembranen *#. Insbesondere wahrend der Schwangerschaft sind MMPs fiir den
Gewebeumbau wichtig, wobei Membranbestandteile wie Typ IV Collagen, Laminin,
Fibronektin und Proteoglykane betroffen sind °. So konnte gezeigt werden, dass MMPs in
Hundinnen in die uterine Umwandlung wéhrend der Schwangerschaft involviert sind 2. Die
Aktivitit von MMPs ist abhangig von der Aktivierung ihrer Vorlauferformen 2%
Interessanterweise konnte in verschiedenen Modellen die Beteiligung von Chymasen an der
Funktion von MMP9 durch Aktivierung des Vorlauferproteins belegt werden 39183229243 7|
Folge der fehlenden Aktivierung von MMP9 konnte beispielsweise in der Studie von

Tchougounova und Kollegen ein erhéhter Verbleib von Collagen und Fibronektion in
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verschiedenen Geweben beobachet werden, was in einer gestérten Homeostaste der
untersuchten Gewebe resultierte **. Auch in unserem Modell deuten geringere Werte an
MMP9 in Mcpt5-Cre” R-DTA" Weibchen auf eine suboptimale SA Umwandlung hin. Ob dies
nur ein zufalliger Zusammenhang ist oder urséchlich fur die suboptimale SA Umwandlung ist,
muss in weiteren Untersuchungen geklart werden. Um zu analysieren, ob sich die SA
Umwandlung in Mcpt5-Cre” R-DTA" Weibchen auf die Entwicklung der Nachkommen
auswirkt, wurde das Geburtsgewicht ermittelt. Es zeigte sich, dass der Verlust Mcpt5-
exprimierender Zellen in den Muttertieren mit einem signifikant geringerem Geburtsgewicht
der Nachkommen assoziiert war. 13,2 % der Nachkommen lagen zwischen dem 5. und der 10.
Perzentile und 26,3 % sogar unter der 5. Perzentile im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der
Status der SA Umwandlung sowie das Geburtsgewicht von Nachkommen Mcpt5-Cre* R-
DTA" Weibchen war vergleichbar mit den Werten NK/MC-defizienter Tiere. Der prozentuale
Anteil an Nachkommen der von Wachstumsretardierung bzw. Wachstumseinschrankung
betroffen war, war im Vergleich zu NK/MC-defizienten Weibchen etwas geringer. Ursache
konnte die unterschiedliche Anzahl an Nachkommen sein, die in die Auswertung eingegangen
sind. Die Tatsache, dass andere Chymasen einen &hnlichen Effekt wie Mcpt5 auslben
kénnen, wurde diskutiert und kann ebenfalls der Grund dafir sein, dass die Nachkommen der
doppeldepletierten (ohne NK/MC) Tiere eine hohere IUGR-Rate aufweisen. Insgesamt
belegen die Daten eindrucksvoll die Rolle von Mcpt5-exprimierenden Zellen an der SA

Umwandlung und dem Wachstum der Nachkommen.

4.7 Neue Erkenntnisse der Rolle uteriner Natirlicher Killerzellen und
uteriner Mastzellen im Rahmen einer erfolgreichen Schwangerschaft

In der vorliegenden Arbeit konnte durch das Aufzeigen eines Anstieges von uMCs und MC
Mediatoren in NK-defizienten I1L-15" Mausen eine Gegenregulation von uNKs und uMCs als
moglicher Kompensationsmechanismus an der feto-maternalen Grenzflache dokumentiert
werden. Ferner ist es gelungen Mduse zu generieren, die uNKs- und uMCs-defizient sind.

Dieses Ziel wurde mit Hilfe der MC-defizienten Cpa3®™®*

Mauslinie und der einmaligen i.p.
Injektion des NK-depletierenden Antikorpers anti-CD122 erreicht, der im Gegensatz zu anti-
asialo GML1 in der Lage war, neben pNKs auch uNKs effektiv zu entfernen. Die Ergebnisse
der Arbeit belegen eine suboptimale SA Umwandlung in NK- oder MC-defizienten Mausen.
Erstmalig wurden die Auswirkungen der Abwesenheit beider Zelltypen untersucht. Die

gleichzeitige Abwesenheit beider Zellpopulationen hatte drastische Effekte auf die SA
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Umwandlung, diese wiederum hatte keinen Einfluss auf den Blutdruck der Weibchen.
Interessanterweise bewirkte das Fehlen von MC Wachstumseinschrankungen, die bis hin zu
Wachstumsretardierung in den Nachkommen der betroffenen Tiere reichten. Eine zusatzliche
Depletion von NKs in MC-defizienten Weibchen verschlimmerte den beobachteten Phénotyp
enorm und flhrte dazu, dass mehr als die Hélfte der Nachkommen im Uterus suboptimal
versorgt wurden. Als weiteres Ergebnis der Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der
SA Umwandlung und der Expression der o-Chymase Mcpts an der feto-maternalen
Grenzflache beobachtet werden. Als wichtiges Ergebnis fur zukiinftige Studien aller Art
zeigte sich, dass die Chymase Mcpt5 nicht wie bisher angenommen nur von MC, sondern
auch von uNKs exprimiert wird. Diese Erkenntnis ist insofern wichtig, da neue Mausmodelle
fur MC-defizienz auf Mcpt5 basieren. Mcpt5 konnte in einem in vitro Versuch als Mediator
der Apoptose von uterinen glatten Muskelzellen erkannt werden, ein wichtiger Prozess im
Rahmen einer effizienten Umwandlung von SA. Die Bedeutsamkeit von Mcpt5'-
exprimierenden Zellen fir die SA Umwandlung und die fetale Entwicklung konnte aulerdem
in mehreren in vivo Versuchen bestatigt werden. Zusammenfassend belegen die wéhrend
Promotionsarbeit gewonnenen Daten die Bedeutsamkeit von Chymase-exprimierenden uNKs
und uMCs im Rahmen einer erfolgreichen Schwangerschaft und einer gesunden Entwicklung
des Fetus durch die Unterstltzung der SA Umwandlung und den positiven Einfluss auf das
fetale Wachstum.

Durch den Nachweis der Expression der a-Chymase Cmal in der human MC-Linie HMC-1
ist auch im humanen System ein Einfluss von Chymase-exprimierenden Zellen auf die SA
Umwandlung sehr wahrscheinlich. Kooperationsversuche mit Kollegen von der
Medizinischen Universitait Wien zeigten, dass sowohl der Uberstand von Cmal-
exprimierenden HMC1 Zellen, als auch die rekombinante humane Chymase Cmal die
Migration von extravillésen Trophoblasten in Plazentaexplants signifikant erhoht. Dies ist ein
wichtiger Mechanismus im Rahmen einer effizienten SA Umwandlung. Die humane Chymase
Cmal spielt durch die Erhéhung des Migrationspotentials von extravillésen Trophoblasten

hochstwahrscheinlich eine wichtige Rolle wahrend der humanen Schwangerschatft.
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5 Zusammenfassung

Mdtterliche Immunzellen sind an vielen physiologischen Prozessen im Rahmen der
Schwangerschaft beteiligt, die Mechanismen sind jedoch noch weitgehend ungeklart.
Wahrend viele Studien einen positiven Einfluss von uterinen Nattrlichen Killerzellen (UNKS)
belegen, gibt es hinsichtlich der Rolle von uterinen Mastzellen (uMCs) gegensatzliche
Beobachtungen. Aus diesem Grund erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine Fokussierung auf
UNKSs und uMCs. Wéhrend der Promotionsarbeit wurde eine mégliche Gegenregulation von
uNKs und uMCs in NK-defizienten 1L-15" Mausen untersucht. Neben verschiedenen
reproduktiven Einschrankungen konnte sowohl eine signifikant erhdhte Anzahl an uMCs, als
auch eine signifikant erhdhte Expression der MC Proteasen (Mcpt) 1 und Mcpt6 in den NK-
defizienten Mausen festgestellt werden, was einen mdglichen Kompensationsmechanismus
der fehlenden uNKs darstellt. Nachfolgend wurden hier erstmals die Auswirkungen einer
kombinierten Abwesenheit von uNKs und uMCs in einem eigens dafiir etablierten
Mausmodell in vivo untersucht. Hierfur wurden MC-defiziente Cpa3-Cre Mduse mit einem
NK-depletierenden anti-CD122 Antikdrper behandelt. Die Abwesenheit von NKs oder MCs
sowie die kombinierte Abwesenheit beider Zelltypen hatte keinen Einfluss auf die
Implantationsrate und den mutterlichen Blutdruck. Das Fehlen beider Zelltypen fuhrte jedoch
zu einem sehr auffallenden Phanotyp; Mé&use ohne NKs und MCs hatten eine mangelnde
Umwandlung der Spiralarterien (SA). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die alleinige
Abwesenheit von MCs, jedoch nicht von NKSs, zu Wachstumsretardierung sowie einem
signifikant reduzierten Geburtsgewicht der Nachkommen fiihrte. Dieser Phanotyp verstarkte
sich auffallend in kombiniert NK/MC-defizienten Madusen. Erstaunlicherweise zeigte sich,
dass neben uMCs auch uNKs die Chymase Mcpt5 exprimieren. Funktionelle Analysen
ergaben weiterhin, dass Mcpt5-exprimierende Zellen die Apoptose von uterinen glatten
Muskelzellen induzieren, ein wichtiger Prozess im Rahmen einer physiologischen SA
Umwandlung. In vivo bewirkte die Abwesenheit Mcpt5-exprimierender Zellen eine
mangelhafte SA Umwandlung. Dies hatte ein dramatisch geringeres Geburtsgewicht der
Nachkommen zur Folge. Die in der Arbeit gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass
UNKs und uMCs die SA Umwandlung und die Entwicklung der Nachkommen, durch die
Sezernierung von Mcpt5 positiv beeinflussen. Diese Ergebnisse liefern neue Erkenntnisse fur
das Verstandnis der Mechanismen, die zu einer optimalen Entwicklung des Fetus fiihren.
Somit sind die hier beschriebenen Daten nicht nur fur zukinftige Forschungsansétze wertvoll,
sondern leisten auch einen Beitrag zur Konzeption neuer Therapien zur Behandlung von
Schwangerschaftspathologien.
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6 Summary

Maternal immune cells are involved in many physiological processes during pregnancy;
however the exact mechanisms underlying this are not fully understood. While many studies
assigned a positive role for uterine natural Kkiller cells (UNKS) in pregnancy, there are still
controversial observations for uterine mast cell (uMCs). Therefore this study focused on
UNKSs and uMCs and in particular on their complementation for pregnancy success. First, a
possible counter-regulation between uNKs and uMCs was analyzed in NK-deficient 1L-15"
mice. Spite reproductive constrictions, a significant increased number of uMCs and a
significant higher expression of MC proteases (Mcpt) 1 and Mcpt6 in NK-deficient mice
could be found; this may represent a possible compensatory mechanism for the missing
UNKSs. I next established an in vivo mouse model to study the consequences of the combined
absence of NKs and MCs for pregnancy outcome. For this, MC-deficient Cpa3-Cre mice were
depleted of NKs by anti-CD122 antibody treatment. Neither the absence of a single cell type
nor their combined absence affected implantation rate or maternal blood pressure. However,
in the absence of both cell types an impaired spiral artery (SA) remodeling could be
registered. However, absence of MCs but not of NK derived in pregnancies with fetuses
affected by intrauterine growth restriction and pups with significantly reduced birth weight.
This phenotype became worse if MC deficient mice were additionally depleted of NK. A
further interesting observation was the fact that Mcpt5 is not only expressed by MCs but also
by uNKs. Functional in vitro analysis revealed further that Mcpt5-expressing cells induce
apoptosis of uterine smooth muscle cells, an important process during physiological SA
remodeling. The exclusive absence of Mcpt5-expressing cells in vivo in Mcpt5-Cre” R-DTA"
mice caused impaired SA remodeling as well as significantly lower birth weights of pups that
were comparable to the observations done in NK/MC-double deficient mice.

The results obtained in this work indicate that uNKs and uMCs positively influence SA
remodeling and fetal growth and development through Mcpt5. These findings provide new
insights in understanding the mechanisms underlying placental and fetal development. The
described data are valuable for prospective research approaches and contribute to the design
of new therapies for the treatments of pregnancy pathologies.
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