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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient dazu, einen Organismus vor Krankheitserregern zu schiitzen und
somit das Uberleben des Individuums zu sichern. Es wird zwischen der angeborenen und
der erworbenen Immunitét unterschieden. Die angeborene Immunabwehr ist unspezifisch
und stellt die erste Verteidigungslinie bei einer Infektion dar. Die erworbene Immunab-
wehr ist spezifisch und durch ihre Fahigkeit zum Gedéchtnis charakterisiert. Gleichzeitig
muss das Immunsystem auch tolerant gegeniiber korpereigenen Antigenen sein, damit
die Immunantwort sich nicht gegen den eigenen Korper richtet. Neuere Erkenntnisse auf

diesem Gebiet weisen darauf hin, dass die Grenzen zwischen den beiden fliefsend sind.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigung gegen in den Korper eindrin-
gende Pathogene. Die Erreger werden unspezifisch iiber humorale und zelluldre Kompo-
nenten bekdmpft und beseitigt. Aufierdem sezernieren die Zellen der angeborenen Immu-
nitét 16sliche Faktoren, die weitere Zellen des Immunsystems rekrutieren und aktivieren.
Makrophagen, Granulozyten, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), Mastzellen und dendri-
tische Zellen (DC) machen die zelluldren Komponenten des angeborenen Immunsystems
aus. Diese werden durch 16sliche Komponenten wie zum Beispiel dem Komplementsys-
tem, sezernierte Zytokine, Interferone und Chemokine unterstiitzt. Im weiteren Sinne
zdhlen auch die Plasmaproteinsysteme der Gerinnung/Fibrinolyse sowie das Kininsys-

tem zu den unspezifischen Abwehrmechanismen. Die Unspezifitdt dieser Reaktion auf
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Pathogene hat den Vorteil, dass es vom ersten Kontakt bis zum Auslésen einer Antwort
sehr schnell geht. Dies geht aber auch zu Lasten der Effektivitdt, so dass es nicht im-
mer gelingt, Pathogene vollstandig zu beseitigen. Dann ist eine Unterstiitzung durch das

adaptive Immunsystem unbedingt notwendig [I].

1.1.2 Adaptives Immunsystem

B- und T-Lymphozyten (B- und T-Zellen) und die von den B-Zellen produzierten An-
tikorper sind die Bestandteile der spezifischen Immunitéit. Uber spezielle Rezeptoren,
die diese Zellen auf ihrer Oberfliche exprimieren, sind sie in der Lage, Antigene spezi-
fisch zu erkennen. T-Zellen benétigen hierfiir allerdings die Unterstiitzung von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC). Dringt ein fremdes Antigen in einen Korper ein, wird es im
Idealfall von einer APC phagozytiert, prozessiert und in einer fiir T-Zellen erkennbaren
Version auf der Oberfliche présentiert. APC gehorten zur angeborenen Immunabwehr
und reagieren daher schnell auf eindringende Pathogene. Die wichtigsten APCs sind Ma-
krophagen und DC. Die Présentation der Antigene wird liber Major Histocompatability
Complex (MHC) I oder II vermittelt. Die MHC Klasse I-Molekiile werden auf allen kern-
haltigen Zellen exprimiert, die der Klasse II nur auf den APCs. Bei der Bildung von
B- und T-Zellen kommt es zu einer genetischen Rekombination innerhalb der Rezeptor-
Gene, so dass jeder Rezeptor eine andere Antigen-Spezifitéit aufweist. Diese ermoglicht die
spezifische Erkennung einer Vielzahl unterschiedlichster Antigene. Erkennt eine T-Zelle
iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) ein Antigen und erhélt zusétzlich kostimulatorische
Signale, z.B. durch Bindung von CD28 an CD80 oder CD86, wird sie aktiviert und expan-
diert. Es gibt mehrere Klassen an T-Zellen, die wichtigsten seien hier nur kurz erwéhnt.
CD4% T-Zellen werden als T-Helfer-Zellen oder Tpg-Zellen bezeichnet. Eine aktivierte
Tg-Zelle kann zu unterschiedlichen Effektorzellen ausdifferenzieren. Diese Effektorzellen
werden dann als Tgl-Zellen, T g2-Zellen und Tg17-Zellen bezeichnet. Wéahrend T g1-

Zellen iiber die Ausschiittung von IFN-v eher die zellulaire Immunabwehr stimulieren
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(Makrophagen, cytotoxische T-Zellen, NK-Zellen), werden durch die Ausschiittung von
IL-4, IL-5 und IL-13 durch T g2-Zellen, B-Zellen und somit die humorale Immunabwehr
stimuliert. CD8T T-Zellen werden auch zytotoxische T-Zellen genannt und haben direk-
te Effektorfunktion auf ihre Zielzellen. Sie erkennen Antigene, die iiber MHC Klasse I
prasentiert werden und sind in der Lage, bei einem Antigenkontakt die prasentierende
Zelle zu lysieren. Sowohl B- als auch T-Zellen bilden nach einer iiberstandenen Infektion
so genannte Gedéchtniszellen aus. Diese konnen im Falle einer Reinfektion mit einem

bereits bekannten Antigen die Reaktion der adaptiven Immunitéit beschleunigen.

1.2 Leukozytenextravasation

Der Prozess der Leukozytenextravasation wird iiber die Interaktion der Leukozyten mit
dem Endothel kontrolliert. Vermittelt werden diese Interaktionen iiber spezielle Adhé&si-
onsmolekiile auf der Oberfliche der zirkulierenden Zellen und ihre entsprechenden Re-
zeptoren bzw. Liganden auf dem Endothel oder iiber chemoattraktive Faktoren [2]. Die

Extravasation ldsst sich in mehrere Schritte unterteilen (AbbJL.I)):
1. Initialer Zell-/Zellkontakt und Rollen der Leukozyten entlang der Endothel-Wand
2. Aktivierung der Leukozyten iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
3. Feste Anheftung der Leukozyten an die Gefaftwand
4. Diapedese

Die molekularen Faktoren, die fiir die Koordination der Leukozytenextravasation aus
dem Blut in die Gewebe eine wichtige Rolle spielen, sind Adhésionsmolekiile und Chemo-
kine. Der initiale Kontakt und das Rollen wird normalerweise iiber Selektine vermittelt,
aber auch iiber a4-Integrine. Zum Stoppen des Rollens muss der Leukozyt mit wei-
teren Adhésionsmolekiilen interagieren, den Integrinen. Bei ihren Liganden handelt es

sich um gewebsspezifisch exprimierte Mitglieder der Ig-Familie der Adhésionsmolekiile
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Erster kontakt  Lockeres Rollen @ @
o Langsames Rollen

Diapedese

Feste Anheftung

Zell Oberflache: sLex, L-selectin 0B, 0P oy i

Endothel: P-selectin, E-selectin MAdCAM-1, VCAM-1 ICAM-1, ICAM-2

Abbildung 1.1: Bei der Leukozytenextravasation handelt es sich um einen Prozess der sich in mehrere
Schritte aufteilen lisst. Zunichst gibt es den initialen Kontakt (1), Abstoppen des
Rollens (2), Aktivierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (3), feste Anheftung
(4), und die Diapedese (5). An diesen Prozessen sind die vaskuldren Adh&sionsmolekiile

P-Selektin, E-Selektin, MAdCAM-1, VCAM-1, ICAM-1 und -2 beteiligt.

(MAdCAM-1, VCAM-1, ICAM-1,2). Integrine miissen durch Chemokine aktiviert wer-
den, um eine stabile Bindung zwischen dem Leukozyt und der Geféffwand herstellen zu
kénnen. Die Zellen wandern dann durch das Endothel ins darunter liegende Parenchym.

Diesen Prozess bezeichnet man als Diapese.

1.3 Zelladhasionsmolekiile

1.3.1 Selektine

Bei den Selektinen handelt es sich um Mitglieder der C-Typ-Lektine (Abb. . Lektine
sind Glykoproteine, deren charakteristische Eigenschaft die spezifische Bindung von Koh-
lenhydraten ist. Die Bezeichnung C-Typ deutet auf eine Calciumionen-Abhéngigkeit der
Kohlenhydrat-Bindung hin. Drei Selektine wurden bisher identifiziert: L-(Leukozyten),
P-(Plattchen), und E-(Endothel)Selektin. Jedes Selektin hat eine lektindhnliche Domé-

ne am N-Terminus gefolgt von einer EGF(epidermal growth factor)-ahnlichen Doméne
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und mehreren sich wiederholenden Doménen, die Homologien zu Komplement-Regulator-
Proteinen besitzen. Veranktert in der Membran sind die Selektine {iber eine einzelne
transmembrane Doméne. Innerhalb der Zelle befindet sich ein kurzer zytoplasmatischer
Schwanz. Der Hauptunterschied zwischen den drei Selektin-Klassen ist die Anzahl der
sich wiederholenden Sequenzen. L-Selektin hat zwei, E-Selektin hat sechs und P-Selektin
neun dieser Sequenzen [3]. Dartiber hinaus unterscheiden sie sich in der Lektin-Doménen,
die nur 60 Prozent Homologien aufweist. Dies fiihrt zu einer unterschiedlichen Spezifitét

flir die Bindung der Kohlenhydrate.

“ | Zytoplasmatische Doméine @) Konsensus Sequen:
- Transmembran Doméne ’ EGF-Region

. membrane proximal E Lektin-Doméne
region

Abbildung 1.2: Strukturelle Organisation von Selektinen. Die n-terminale Doméne eines jeden Selek-
tins ist homolog zu C-Typ-Lektinen und bindet die Kohlenhydrat-Gruppen ihrer ent-
sprechenden Liganden. Gefolgt wird sie von einer EGF-dhnlichen Doméne und dann

von einer unterschiedlichen Anzahl von kurzen Konsensus-Sequenzen.

L-Selektin wird von neutophilen und allen myeloiden Zellen, sowie von naiven T-Zellen
und einigen Effektor- und Gedéchtnis-T-Zellen exprimiert. Es ist fiir die Zirkulation von
Leukozyten zu peripheren Lymphknoten bedeutend und an der Migration in entziindete

Gewebe beteiligt  [4]. E-Selektin wird von Endothelzellen in vielen Geweben exprimiert,
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wenn diese durch Zytokine wie z.B. TNF-alpha oder IL-1 stimuliert wurden [5] und ist

flir die Rekrutierung von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten verantwortlich.

1.3.1.1 P-Selektin

P-Selektin wurde das erste Mal von Hsu [0] als ein Protein beschrieben, dass wahrend
der Aktivierung von Pléattchen exprimiert wird. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass
es auch von Endothel-Zellen der Blutgefifen synthetisiert wird [7]. In diesen Zell-Typen
ist das P-Selektin konstitutiv exprimiert und wird in sekretorischen Granula gespeichert.
Im Falle der Pléttchen befindet sich das gespeicherte P-Selektin in alpha-Granula, in den
Endothel-Zellen wird es in den sogenannten Weibel-Palade Korperchen gelagert |6, [7].
Eine Stimulation der Zellen beispielsweise mit Histamin oder Thrombin verursacht eine
schnelle Oberflachenexpression von P-Selektin innerhalb von 5-10 Minuten, weshalb es
besonders fiir eine frithe Leukozytenrekrutierung verantwortlich ist [8]. Nach Expressi-
on auf der Endothel-Oberfliche wird P-Selektin schnell (innerhalb 30 - 40 min) durch
Endozytose wieder internalisiert und recycelt [9, [10]. Eine 16sliche Form des P-Selektin
konnte ebenfalls identifiziert werden und koénnte das Resultat einer proteolytischen Spal-
tung sein oder es kdnnte sich um eine Spleifsvariante handeln, die von den Endothelzellen

oder Plattchen gebildet wird.

1.3.2 Integrine

Bei den Integrinen, die an der Extravasation von Leukozyten beteiligt sind, handelt es
sich um die a4-Integrine (@41, a457) und die 52-Integrine (aM32 (CD11b) und al.g2
(LFA-1)). Die a4-Integrine konnen, wie Selektine einen initialen Kontakt zum Endo-
thelium herstellen, aber sie wirken vor allem in der spdteren Phase der Extravasation
mit [II, 12]. 52-Integrine konnen keinen initialen Kontakt herstellen, sie sind nur an
der spéteren Phase der Extravasation beteiligt [13]. Integrine kontrollieren die Migra-

tion der Leukozyten zu ihren Zielorganen. Die Liganden der a4-und (32 Integrine sind
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Mitglieder der vaskuldren immunglobulin (Ig)-Familien wie mucosal addressin cell ad-
hesion molecule-1 (MAACAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und die
intercellular adhesion moleculs ICAM-1 und ICAM-2 (u.a.). MAACAM-1 wird auf dem
Endothel der high endothelial venules (HEV) in den mukosalen Geweben und in den
postkapildaren Venolen der intestinalen lamina propria exprimiert, wo es das Homing von
Lymphozyten die a437 exprimieren, kontrolliert [12]. Bei den Liganden der 52-Integrine
handelt es sich um die ICAMs. Die ICAMs gehoren genau wie VCAM-1 und MAdCAM-1
zur Immunglobulin-Superfamilie. Es handelt sich bei den Mitgliedern dieser Gruppe um
transmembrane Glykoproteine, die eine Ca?*-unabhingige Adhésion vermitteln. Sie kom-
men auf unterschiedlichsten Organen und Geweben vor und besitzen mindestens eine
Ig-dhnliche Doméne, die auch fiir Antikérper charakteristisch ist. ICAMs werden auf
dem Endothel unterschiedlichster Gewebe exprimiert. Bei Entziindungen wird ICAM-1
in den entziindeten Geweben hochreguliert [12]. Im Gegensatz zu den $2-Integrinen, die
vorwiegend am letzten Schritt der Extravasation beteiligt sind, kénnen die a4-Integrine
auch den initialen Kontakt und das Rollen vermitteln. Wahrend der Diapedse migrieren
die Leukozyten Schritt-flir-Schritt iiber das Endothel in das darunterliegende Parenchym,
wo Adhisionsmolekiile und chemoattraktive Faktoren die Leukozyten zur gewiinschten

Position innerhalb des Gewebes leiten.

1.4 Schwangerschaft

1.4.1 Die intrauterine Entwicklung der Maus

Die im Eileiter befruchtete Eizelle bildet zunéchst durch viele symmetrische Zellteilungen
eine Masse totipotenter Zellen, die Morula. Sie ist von der Zona pellucida umgeben. Nach
der Einwanderung der Morula aus dem Eileiter in den Uterus bildet sich aus ihr an Tag
3.5 der Schwangerschaft die Blastozyste. Diese besteht aus der inneren Zellmasse (ICM)
und dem sie umgebenden Trophoektoderm. Durch Freisetzung aus der sie umgebenden

Zona Pellucida wird die Blastozyste dann an Tag 4,25 - 4,5 aktiviert. Wahrend der Tage
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4,5 — 6 erfolgt die Implantation. Dabei lagert sich die Blastozyste an das Uterusepithel an.
Ausgelost durch die Implantation kommt es bei der Maus zu einer hormonell regulierten
Verdnderung des uterinen Stromas. Das Endometrium wird nun als Decidua bezeich-
net [I4]. Durch Transformation und Wachstum decidualer Stromazellen, Rekrutierung
von Immunzellen und Apoptose des Uterusepithels wird die frithe Implantationsphase
eingeleitet. Das proliferierende, an die innere Zellmasse grenzende extra-embryonale Tro-
phoektoderm bildet den Ektoplazentarkonus, der in das miitterliche Gewebe einwandert,
dort Blutgefife ertffnet und an der Grenze zur miitterlichen Decidua ektoplazentale
Riesenzellen, die sogenannten Trophoblast-Riesenzellen, bildet. Diese werden aufgrund
von andauernder DNA-Replikation und fehlender Zellteilung zu polyploiden Zellen. Sie
synthetisieren Matrix-Metalloproteasen, die durch den Abbau der ECM die Invasion des
Trophoblasten ermoglichen [I5]. An den Tagen 8 bis 10 bildet sich die chorioallantoide
Plazenta, die in folgende Bereiche eingeteilt werden kann: Die innen zum Embryo liegen-
de Labyrinthzone, den darauf folgenden Spongiotrophoblast sowie die Trophoblasten-
Riesenzellen als Grenzschicht zur miitterlichen Decidua. Die Labyrinthzone ist ein vom
Chorion ausgebildetes kapillares System, das aus Trophoblastenzellen und mesodermalen
Zellen besteht. Darin flieft in engen Kanélen mitterliches Blut, was bedeutet, dass es
in direktem Kontakt mit den fetalen Trophoblastenzellen steht (hdmochoriale Plazenta)
[16]. Mitterlicher und fetaler Kreislauf bleiben jedoch stets voneinander getrennt. Der
Spongiotrophoblast enthélt ebenfalls von Trophoblastenzellen ausgekleidete miitterliche
Blutsinusoide, die allerdings hinsichtlich ihrer Gréfse und Anzahl geringer sind als in der
Labyrinthzone. Die Zone aus grofien polyploiden Trophoblastenzellen bildet die Grenz-
schicht zu miitterlichen Zellen der Decidua basalis. Ab Tag 11 der Schwangerschaft ist
die Organbildung des murinen Feten weitgehend abgeschlossen. Von diesem Zeitpunkt
bis zur Geburt finden keine groferen Transformations-, sondern hauptséachlich Wachs-
tumsprozesse statt. Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft dringt die Plazenta weiter

in die Decidua basalis ein. Dabei werden weitere Blutgefafe eréffnet. Nach 20-21 Tagen,




Einleitung

je nach Mausstamm, ist die Schwangerschaft beendet und es erfolgt die Geburt [16].

1.4.2 Organisation des murinen Uterus wahrend der ersten Hilfte der

Schwangerschaft

Der Uterus der Maus lasst sich in der kritischen Phase der Plazentaentwicklung (Tag
8-10) in histologisch definierte Zonen unterteilen: Die Decidua basalis und Decidua cap-
sularis. In die Decidua basalis wandert der Trophoblast im Verlauf der Schwangerschaft
ein. Die Decidua basalis lasst sich ihrerseits in die vaskulédre Zone und die zentrale Deci-
dua basalis unterteilen. Die miitterlichen Leukozyten-Subpopulationen befinden sich in
streng definierten Zonen der Decidua basalis, so genannten Mikrodoménen. Die vaskulé-
re Zone ist durch stark dilatierte miitterliche Geféafse charakterisiert und liegt nah beim
einwandernden Trophoblasten (Abb. [1.3)).

Auf den Endothelzellen der vaskuldren Zone kann eine Coexpression von MAdCAM-1
und P-Selektin beobachtet werden. Ab der Mitte der Schwangerschaft wird dort zusétzlich
VCAM-1 schwach exprimiert. Des Weiteren exprimieren die zu diesem Zeitpunkt stark
dilatierten Gefafse ICAM-1 und -2. Sowohl Gewebe als auch Geféfse der vaskuldren Zone
enthalten zahlreiche monozytéare Zellen. Die zentrale Decidua basalis zeichnet sich durch
ein sehr viel kompakteres Gewebe aus, in dem sich vendse Kanéle und Arterien befinden.
An sie schliefit sich das Myometrium an. Uterine NK-Zellen (uNK-Zellen) sind zu diesem
Zeitpunkt der dominierende Leukozyten-Zelltyp. Die uNK-Zellen sind vornehmlich in
der zentralen Decidua basalis um und in VCAM-17 GefiRen lokalisiert, nicht aber in der
vaskulédren Zone. Diese Gefife exprimieren weder MAACAM-1 noch P- oder E-Selektin
[17]. Aukerdem konnen neutrophile Granulozyten am &uferen Bereich des einwandernden
Trophoblasten nachgewiesen werden. DC, Monozyten und vereinzelte T-Zellen kommen
in den Blutgefiafsen und im Gewebe der vaskuldren Zone vor. Makrophagen und DC sind
an der Grenze zwischen zentraler Decidua basalis und Myometrium zu finden [I8], [19].

Die miitterlichen Blutsinusoide im dufieren Bereich des Trophoblasten an der Grenze zur




Einleitung

Decidua

capsularis

Embryonal-
Hoéhle

<)@ {D
Q@ 6GZentraI§jQ 4

G . Cl}@mdl;a bas%%

Q AuBere Trophopblastenregion
GefaBe: p-Keratin*

E-Selektin*
Vaskulare Zone
GefaBe: MAACAM-1*

P-selectin*

8 Zentrale Decidua basalis
GefaBe: VCAM-1*

< Makrophagen

0 T-Zelle (selten)

© Monozytare Zellen
O Neutophile Zellen
O Uterine NK Zellen

Abbildung 1.3: Organisation des schwangeren Uterus der Maus wihrend der kritischen Phase der in-

itialen Plazentaentwicklung (Tag 8 — 10 der Schwangerschaft) mit einer schematischen

Ubersicht der den Uterus infiltrierenden Leukozyten und ein Verteilungsmuster der

vaskuldren Adhésionsmolekiile. Zu diesem Zeitpunkt der Schwangerschaft ldsst sich

das miitterliche Gewebe des Uterus in drei histologisch unterscheidbare Zonen auf-

teilen: Die zentrale Decidua basalis und das Myometrium, die vaskuldre Zone und

die Decidua capsularis, welche keine Rolle bei der Plazentaentwicklung spielt. Die

eingewanderten Leukozyten befinden sich Subtyp-abhéngig in unterschiedlichen Kom-

partimenten. Jede dieser spezialisierten Mikrodoménen ist gekennzeichnet durch eine

sich nicht iiberlappende Expression vaskulidrer Adhésions-Rezeptoren, die bei der Re-

krutierung der Leukozyten eine entscheidende Rolle spielen.

miitterlichen Decidua basalis sind durch die Expression von E-Selektin charakterisiert.

Innerhalb dieser E-Selektin exprimierenden Sinusoide befinden sich iiberwiegend Granu-
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lozyten. Die Decidua capsularis befindet sich von der Decidua basalis aus gesehen, auf
der gegeniiberliegenden Seite der Embryonalhéhle. Sie ist nicht an der Entwicklung der

Plazenta beteiligt [20].

1.4.3 Mechanismen der miitterlich/fetalen Toleranz

Der semiallogene Trophoblast trégt sowohl miitterliche als auch véterliche Antigene und
wird trotzdem nach der Implantation nicht abgestofien. Tatséchlich sind, um den Erhalt
des Konzeptus zu gewéhrleisten, unterschiedliche Mechanismen nétig, die eine Toleranz
ihm gegeniiber induzieren. Damit reiht sich der Uterus in eine Reihe anderer Organe ein,
die aufgrund ihrer besonderen Beschaffenheit dem Immunsystem gegeniiber privilegiert
sind (z.B. Gehirn, Auge, Haarfolikel). Diese Organe haben gemein, dass eine Zerstérung
von Zellen im Rahmen einer Immunantwort schlimmere Folgen hétte als eine tolerierte
Infektion. Dennoch muss gerade im Uterus der Konzeptus auch vor eindringenden Patho-
genen geschiitzt werden. Deshalb lésst sich im Uterus ein streng reguliertes Gleichgewicht
zwischen fetomaternaler Toleranz und immunologischem Schutz beobachten. Einige der
Mechanismen, die dem Schutz des Fetus dienen, sollen im folgenden etwas naher erlautert

werden.

1.4.3.1 Dendritische Zellen

Bei der Maus sind mehrere DC-Populationen bekannt [21]. Zu diesen gehoren die plasma-
zytoiden DC (pDC) und die myeloiden DCs (mDC). Myeloide dendritische Zellen konnten
im schwangeren Uterus der Maus und des Menschen nachgewiesen werden [22, 23]. Eben-
so in sehr geringer Anzahl die pDC [24]. Bei der Maus sind DC durch die Expression
von CD11c charakterisiert und zeigen keine linienspezifsche Marker fiir B- oder T-Zellen
[25, 26]. DC sind in der Regel bei einer normal verlaufenden Schwangerschaft nicht ak-
tiviert und wandern in den Lymphknoten und stimulieren dort T,e, [25]. Sie scheinen

auch bei lokalen Immunreaktionen und bei der Reifung der uNK-Zellen eine Rolle zu
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spielen [27].

1.4.3.2 Lymphozyten

B- und afB-T-Zellen sind bei normal verlaufenden Schwangerschaften, wahrend der kri-
tischen Phase der beginnenden Plazentaentwicklung, im Uterus kaum nachzuweisen. Ei-
ne Gruppe von T-Zellen, die T,¢, (regulatorischen T-Zellen) spielen eine Rolle bei der
Freisetzung von IL-10 und TGF-3. Beide wirken immunsupprimierend und hemmen die
Aktivierung von T-Zellen [28, 29]. Die 79-T-Zellen produzieren ebenfalls 1L-10 und
TGF-6 und kénnen somit auch {iber diesen Weg Funktionen ausiiben. Dazu gehéren auch
die vereinzelt im Uterus vorhandenen vd-T-Zellen. Es wird vermutet, dass diese Zellen
Trophoblasten-Antigene erkennen kénnen und dadurch die Invasion des Trophoblasten

kontrollieren [30].

1.4.3.3 Expression nichtklassischer MHC-Molekiile

Eine immunologische Besonderheit ist die Expression nicht-klassischer MHC-Molekiile
auf den fetalen Trophoblastenzellen bei gleichzeitiger Herunterregulierung klassischer
MHC-Molekiile. Am besten untersucht ist die Expression dieser nicht-klassischen MHC-
Molekiile im humanen System. Menschliche Trophoblastenzellen exprimieren die nicht-
klassischen MHC-Molekiile der Klasse G (HLA-G) und E (HLA-E), die zum minor hi-
stocompatibility complex gehdren. Wahrend des ersten Trimesters konnen auch geringe
Mengen an HLA-C, der zum major histocompatibility complex gehort, nachgewiesen
werden. Insbesondere das vom menschlichen Trophoblasten exprimierte HLA-G wurde
mit einer lokalen Beeinflussung des miitterlichen Immunsystems in Verbindung gebracht.
Es konnte gezeigt werden, dass HLA-G exprimierende Trophoblastenzellen mit KIR’s auf
ulNK Zellen interagieren und so einer Lyse entgehen [31]. HLA-E hingegen ist der Ligand
fiir den inhibitorischen NK-Zell-Rezeptor CD94/NKG2A. Durch seine Expression kann

ebenfalls eine NK-Zell abhéngige Zelllyse verhindert werden [32].
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1.4.3.4 Katabolismus von Tryptophan durch Indolamin-2,3- dioxygenase

Aktivierte T-Zellen stellen eine Gefahr fiir den Fétus dar. Daher gibt es im schwangeren
Uterus der Maus Mechanismen, um deren Aktivierung zu inhibieren. T-Zellen benétigen
fiir ihre Aktivierung und Proliferation Tryptophan [33]. Das auf der Plazenta exprimier-
te Enzym Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) baut die fiir T-Zellen wichtige Aminoséure
ab [34]. Wird IDO gehemmt, fiihrt dies zu einer Abstoffungsreaktion des Feten durch
aktivierte T-Zellen [35]. Auch bei humanen Schwangerschaften ist die Tryptophankon-

zentration im Plasma reduziert [36].

1.4.3.5 Inhibierung der Komplement-Aktivierung

Das Komplementsystem besteht aus verschiedenen Enzymvorstufen, die am Ort einer
Infektion durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Es gibt drei Wege der Kom-

plementkaskade:
1. Klassischer Weg
2. Alternativer Weg
3. Mannosebindendes Lektin (MBL)-Weg

Jeder dieser Wege miindet in der Aktivierung der C3-Konvertase, dem zentralen Enzym
des Komplementsystems. Es spaltet den Komplementfaktor C3 in seine Komponenten
C3a und C3b. Der Rezeptor fiir C3b ist das aMF2-Integrin (CD11b/CD18), welches auf
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen zu finden ist. Die Ablagerung von C3b auf
dem semiallogenen Trophoblasten wiirde zu einer Immunreaktion und damit zu seiner
Zerstorung fithren. Im Uterus der schwangeren Maus wird daher ein komplementregu-
lierender Faktor (Crry) exprimiert, der die Ablagerung von C3b auf dem Trophoblasten
verhindert [36]. Beim Menschen kénnten Faktoren wie decay accelerating factor (DAF),
CD59 oder monocyte chemoattractant protein (MCP), die von der humanen Plazenta

exprimiert werden, diese Aufgabe {ibernehmen.
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1.5 Uterine NK Zellen

Humane und murine Schwangerschaften sind durch einen massiven Einfluss von NK-
Zellen in den Uterus charakterisiert. Diese Schwangerschaft-assoziierten uterinen NK-
Zellen (uNK-Zellen) stammen vermutlich von preNK-Zellen ab, die in lymphoiden Gewe-
ben, vor allem in Milz und Lymphknoten, nachgewiesen werden [37]. Auf ihrer Zellober-
fliche exprimieren sie die common gamma chain (yc) und CD122 (3-Kette des IL-2 und
-15 Rezeptors). Im Gegensatz zu reifen uNK fehlen ihnen aber noch die Oberflachenmo-
lekiile NK1.1, CD49b und Ly49 [38]. Die reifen uNK der Maus exprimieren auf ihrer
Oberfliche Thyl.2 (CD90.2), NK1.1, asialo-GM1, IL2R3, LFA-1 (CD11a), CD49b und
Ly49, welches die Rolle des auf humanen peripheren und decidualen NK vorkommenden
killing inhibitory receptors (KIR) entspricht. Weiterhin zeichnen sich murine uNK-Zellen
durch eine Reaktivitdt mit dem Lektin Dolichos biflorus Agglutinin (DBA) aus. DBA
bindet an N-acetyl D-galactosamin, welches in der Plasmamembran von uNK-Zellen vor-
kommt. Es reagiert nicht mit anderen Lymphozyten oder peripheren NK-Zellen. Anhand
der Reaktivitdt mit DBA lassen sich die uNK-Zellen in vier Subtypen einteilen (Abb7
die sich durch ihren Reifungsgrad unterscheiden [39].

Wie die pre-uNK ihren Weg in den Uterus finden und welche Mechanismen dabei eine
Rolle spielen ist noch nicht vollstandig geklart. Es wird vermutet, dass die pre-uNK iiber
die Geféfse des zentralen Decidua basalis und mesometrial lymphoid aggragate of pregnan-
cy (MLAp) in den Uterus einwandern und dass bei diesem Prozess das Adhésionsmolekiil
VCAM-1 eine Rolle spielen kénnte [18,40]. In M#ausen kénnen die uNK-Zellen ab dem 5.
Tag der Schwangerschaft im schwangeren Uterus der Maus beobachtet werden [41] [42].
Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft proliferieren und differenzieren diese Zellen und
nehmen drastisch an Grofse zu (bis zu 50um). Je grofer die uNK-Zellen werden, desto
mehr intrazellulare Granula kénnen detektiert werden. Die Granula enthalten NK-Zell-
typische Substanzen wie Perforin, Serin-Proteasen und Granzyme [43]. Die uNK-Zellen

sammeln sich in dem Bereich, der als MLAp bezeichnet wird. Dieser Bereich liegt zwi-
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Abbildung 1.4: Reifestadien der uNK-Zellen. Von links nach rechts nimmt die Grofe und Granularitit
der uNK-Zellen zu. in A-D sind die unterschiedlichen Reifestadien der ulNK-Zellen
dargestellt. A) kleine, runde, agranuldre uNK-Zellen mit einem Durchmesser von ca.
9um B) etwas grofere, runde uNK-Zellen mit sich entwickelnden Granula mit einem
Durchmesser von ca. 13um C) zeigt die Form die wohl die aktivste Form der uNK-
Zelle darstellt: grof, rund mit vielen Granula. Diese Zellen haben im Mittel einen
Durchmesser von ca. 26pum. D) uNK-Zelle die bereits im Ubergang zur Apoptose ist.
Die Zellform lésst sich nicht mehr mit Bestimmtheit definieren. Die Grofse liegt bei

diesen Zellen bei >30um. Paffaro et al. 2003 [39]

schen der Plazenta und dem Myometrium des Uterus. Sie erreichen ihre maximale Anzahl
in der Mitte der Schwangerschaft (Tag 12). Die Funktion der uNK-Zellen im schwange-
ren Uterus der Maus wurde durch Versuche an knockout Méausen untersucht. Es konnte
festgestellt werden, dass diese Zelle eine der wichtigsten Quellen fiir IFN-y im Uterus
darstellen [44]. Fiir die Differenzierung der uNK-Zellen ist das Zytokin IL-15 notwen-
dig. Ashkar et al. zeigten 2003, dass IL-15 defiziente Méuse kaum uNK-Zellen haben.
Die Decidua basalis dieser M&use blieb hypozellular und die Entwicklung der MLAp war
nicht vollstdndig und auch die Modifikation der Spiralarterien blieb aus [92]. Im Uterus
der Maus wird IL-15 bis zu Tag 11 transkribiert, zu spiteren Zeitpunkten der Schwan-
gerschaft kann es nicht mehr nachgewiesen werden [45]. Das Fehlen von uNK-Zellen
oder IFN-v verhinderte in diesen Experimenten die normale, schwangerschaftsassoziierte
Umstrukturierung des Uterus (Verdnderungen der endometrialen Blutgefafe u.a.). Aller-
dings wurde auch festgestellt, dass weder die uNK-Zellen noch das IFN-v essentiell fiir

eine erfolgreich verlaufende Schwangerschaft sind [44) [46].
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1.6 Zielsetzung

Bei der Induktion, Aufrechterhaltung und Regulation von Immunantworten spielen den-
dritische Zellen eine Schliisselrolle. Sie beeinflussen aber auch die Reifung und Funktion
von NK-Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Beziehung zwischen den dendritischen
Zellen und den uNK-Zellen wihrend der Schwangerschaft untersucht werden. In vivo In-
hibitionsstudien und Versuche mit knockout M&ausen haben gezeigt, dass auch die im
Uterus vorkommenden NK-Zellpopulationen, die uNK-Zellen, von den dendritischen Zel-
len in ihrer Reifung beeinflusst werden. Um diesen Zusammenhang ndher zu untersuchen,
sollen Méuse, bei denen die Einwanderung von dendritischen Zellen in den schwangeren
Uterus gehemmt wird (MECA367 behandelte PS~/~-Méuse bzw. ICAM~/~-Miuse) mit
WT-Maéusen verglichen werden. Zunéchst wird eine phénotypische Charakterisierung der
uNK-Zellen in den Testgruppen sowohl in situ, als auch durchflusszytometrisch durch-
gefithrt. Des Weiteren sollen die uNK-Zellen isoliert und auf Funktionalitdt untersucht
werden. Als Indikator hierfiir wird die Expression von IFN-v gewéahlt, da uNK-Zellen die
Hauptproduzenten dieses Zytokins sind. Uber IFN-y werden viele schwangerschaftsbe-
zogene Verdnderungen im Uterus induziert. Dendritische Zellen kénnen sowohl iiber den
direkten Kontakt als auch iiber die Ausschiittung von Zytokinen die uNK-Zellen beein-
flussen. Wichtige Zytokine, besonders I1.-12 und IL-15 sind in diesem Zusammenhang zu
nennen. Daher soll weiterhin untersucht werden, ob die Menge dieser beiden Zytokine
in M&ausen mit inhibierter Rekrutierung dendritischer Zellen in den Uterus reduziert ist.
Whére dies der Fall, sollte die Rolle dieser Zytokine bei der Reifung der uNK-Zellen durch
Substitutionsversuche gekldrt werden. Um die Wichtigkeit der dendritischen Zellen bei
diesen Prozessen zu beweisen, sollen in so genannten adoptive transfer-Experimenten
dendritische Zellen aus WT-Mé&usen gewonnen und Méausen injiziert werden, denen diese
Zellen im Uterus fehlten. Diese Versuche sollen Aufschluss geben, ob und wie dnedriti-
sche Zellen die Funktion der uNK-Zellen und somit die Entwicklung des miitterlichen

Gewebes beeinflussen.
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2 Material

2.1 Gerate, Chemikalien und Medien

Tabelle 2.1: Verwendete Gerite und ihre Hersteller

Typ Hersteller
Absaugpumpe INOTECH, Dottikon, Schweiz
Biofuge 13 Heraeus SEPATECH, Osterode am Harz

Dialyseschlauch Dialysis Tubing, Cellulose Membrane, 25

X 16mm

Einmalspritzen, steril, d = 0,7 mm
Eppendorf Reaktionsgefaf (1,5 mL)
Farbekammer (Magic Immuno Staining Tray)
Falcon Cell Strainer (100um/40pm)
Fettstift (Liquid Blocker)
Fluoreszenzmikroskop (DMLM DC 350F)
Gefriermikrotom (Leica CM 1850)
Kunststoffrohrchen, steril, Schraubverschluf, 15/50mL
Megafuge 1.0R

Micro tubes, 1,5 mL

Nanodrop

Nunc Stericup Filtrationssystem

Optical tubes and caps

Pipettenspitzen (10, 100, 1000uL)
Stabpipetten, steril, 1, 5, 10, 25 mL
Sterile Pipettenspitzen (10,100, 1000uL)
Separationsséules, Grofse MS

TagMan® ABI Prism 7700

Tissue—Tek® Cryomold® Standard
Tray for multiply 0,2 mL

Vortex, Relax 2000

6 Loch-Platte

Zentrifuge (2-15K)

Sigma-Aldrich

Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Cell Path plc (Hemel, Hempstead)
Becton Dickinson, Heidelberg

Daido Sangyo Co., Tokio, Japan
Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

Sarstedt AG Niimbrecht

Heraeus SEPATECH, Osterode am Harz
Sarstedt, Niimbrecht

PeqLab, Erlangen

Millipore, Scwalbach

Applied Biosystems, Foster City, USA
Greiner, Niirtigen

Greiner, Niirtingen

BIOzym Diagnostik, Olendorf
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Applied Biosystems, Foster City, USA
Sakura Finetek Inc., Torrance, USA
Sarstedt AG, Niimbrecht

Heidolph, Schwabach

DB Falcon, Heidelberg

Sigma, Osterode am Harz
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Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien und Enzyme

Bezeichnung Hersteller
7 AAD Sigma-Aldrich, Miinchen
Aceton Merck, Darmstadt

Aqua ad injectabilia

Destiliertes Wasser

Dolichos biflorus agglutinin(DBA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Kollagenase D, Typ IV
Lymphocyte LSM 1077
Magnesiumchlorid (MgCls)
Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Poly-L-Lysin

Protein-G-Agarose

Baxter, Unterschleiffheim
Apotheke Universitiat Liibeck, Liibeck
Vector Lab, Burlingame, CA, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen

Roche Diagnostics, Mannheim

Trockeneis Apotheke Universitat Liibeck, Liibeck
Tabelle 2.3: Verwendete Zellkulturmedien, Puffer und Lésungen
Bezeichnung Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA)

Fetales Kélberserum, Mycoplex (FKS)
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
HEPES-Puffer

D-Glucose

RPMI1640 Medium ohne L-Glutamin
L-Glutamin, 200 mM

Kuturmedium DMEM

Kulturmedium RPMI 1640
beta-Mercaptoethanol

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Penicillin 10.000 E/mL

Streptomycin 10.0000uL
Trypsin/EDTA

Fluka Biochemika, Neu Ulm
PAA Laboratories, Colbe
Biochrom, Berlin
LIFE-Technologies, Paisley, UK
Merck, Darmstadt

BioWhittacker, Heidelberg
BioWhittacker, Heidelberg
BioWhittacker, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Cambrex, Verviers, Belgien
BioWhittacker, Heidelberg
BioWhittacker, Heidelberg
PAA Laboratories, Célbe
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Tabelle 2.4: Laborbedarf

Bezeichnung Hersteller

Deckgléser, unterschiedliche Formen Roth, Karlsruhe

Dialyseschlauch (Dialysis Tubing, Cellulose Membra-  Sigma-Aldrich, Steinheim
ne, 25 x 16 mm)

Einmalkaniilen BD Microlance 3, steril, 0,45 x 13 mm  Becton Dickinson, Heidelberg

Einmalspritzen, steril, 2 ml, 5 ml, 10 ml Becton Dickinson, Heidelberg
Gewebe-Eindeckmedium Crystal Mount Biomeda, Forster City, CA, USA
Jung Einbettmedium fiir Gefrierschnitte Leica Instruments, Nussloch
Kulturplatte, 24-Loch Nunc, Roskilde, Ddnemark
Kunstoffrohrchen, steril, mit Schraubverschluss, 15 Greiner, Niirtingen

ml, 50 ml

Latex-Einmalhandschuhe Ansell, Miinchen

Nunc Stericup Filtrationssystem Milipore, Schwalbach

Objekttriager Super Frost Menzel Gléser, Braunschweig

PAP Pen Liquid Blocker Slide Marker Cedarlane Lab, Burlington, Ontario, Kanada
Pipettenspitzen (div.) Greiner, Niirtingen
Reaktionsgefife (div.) Greiner, Niirtingen

Réhrchen fiirs Durchflusszytometer, 600 pl Greiner, Niirtingen
Separationssdulen, Grofse MS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Stabpipetten, steril, 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner, Niirtingen

Tissue-Tek Cryomold, Grofen Biopsy, Intermediate  Sakura Finetechnical, Tokyo, Japan
und Standard

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?, 175 cm? Nunc, Roskilde, Dédnemark
Zellsieb, 100 pm BD Falcon, Heidelberg

2.1.1 Zellkulturmedien

Standardmedium:

e RPMI 1649
10 % FKS

1% L-Glutamin

100IU /ml Penicillin

100ug/ml Streptomycin
BMDC-Medium:

e RPMI 1640

e 10 % FKS
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1% L-Glutamin

100IU /ml Penicillin

100ug/ml Streptomycin

B-Mercaptoethanol (1:1000 in PBS)

20 ng/ml rmGM-CSF

2.1.2 Puffer
MACS-Puffer /500 ml PBS (sterilfiltriert), pH 7,4:

e 25g BSA
e 0,33g EDTA (2mM)
Bindungspuffer /1000 ml, pH 7,0 (sterilfiltriert):

e 1,08 g Natriumdihydrogenphosphat
e 3,27 g Dinatriumhydrogenphosphat
e auffiillen mit destilliertem Wasser

Neutralisationspuffer/100 ml, pH 9,0 (sterilfiltriert):

e 12,4 g Tris(hydoxymethyl)-aminomethan
e 2 ml konz. Salzsaure
e auffiillen mit destilliertem Wasser

Elutionspuffer/100 ml, pH 2,7 (sterilfiltriert):

e 0,75 g Glycin
e 1 ml konz. Salzsdure
e auffiillen mit destilliertem Wasser

Saponin-Puffer in PBS gelost:

e 0,1 % Saponin
e 0,5 % BSA
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2.1.3 Losungen
Isotonische (0,9 %ige) Kochsalzlosung/100 ml (sterilfiltriert):

e 150 mM NaCl (0,88 g)
e aufliillen mit destilliertem Wasser

Kollagenasalosung/10 ml:

¢ 20 mg Kollagenase D
e 100 ul HEPES-Puffer (1M)

e auffiillen mit destilliertem Wasser
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3 Methoden

3.1 Mause

Versuche an den Mé&usen wurden durch das Ministerium fiir Umwelt, Naturschutz und
Landwirtschaft des Landes Schleswig-Holstein genehmigt (Versuchsnummer: 29/A3/97).
Die C57BL/6J Mause wurden bei Charles River Deutschland Sulzfeld erworben. Al-
le anderen Mause (ICAM-1—/~ (C57BL/6.12954- [CAM1tm1Teqr /] [47], P-Selektin—/~
(PS~/~, C57BL/6.129 SQ—Selptm]Hy"/J [48]) wurden von The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA) bezogen. Die Tiere wurden in der Gemeinsamen Tierhaltung der Univer-
sitdt Liibeck gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Der kiinstliche
Tag- und Nachtrhythmus war auf jeweils 12 Stunden eingestellt. Syngene Schwanger-
schaften wurden durch die Verpaarung von Weibchen eines Stammes mit dem Ménnchen
desselben Stammes erzeugt. Die Verpaarung erfolgte iiber Nacht, ein Indiz fiir eine er-
folgreiche Verpaarung war das Vorhandensein eines vaginalen Plugs. Hierfiir wurde am
néchsten morgen eine Sichtkontrolle durchgefiihrt. Der Tag an dem die Tiere als "Plug
positiv"gekennzeichnet wurden, war der 1. Tag der Schwangerschaft. Um das Ergeb-
nis abzusichern, wurden die Mause ab dem 7. Tag der Schwangerschaft einem weiteren
Test unterzogen. Hierflir wurde mit 40l isotonischer Kochsalzlosung eine Vaginalspiilung
durchgefiihrt und an den Tagen 8-11 wiederholt. Nach der Implantation einer befruch-
teten Eizelle verdndert sich die Vaginalflora, diese manifestierte sich bei der Spiilung
durch die Bildung einer viskosen Fliissigkeit. Dieser Effekt bleibt bei einer nicht erfolg-
ten Schwangerschaft aus. Mause, bei denen einer dieser Tests negativ ausfiel, wurden
aus Griinden des Tierschutzes von den Versuchen ausgeschlossen. Die Tiere wurden am
Versuchstag (meist der 11. Tag der Schwangerschaft) durch COs-Begasung und anschlie-
fender zervikaler Dislokation getotet. Die Bauchohle wurde gedffnet und die schwangeren

Uteri entnommen.
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3.1.1 lIsolierung und Aufreinigung von Zellen aus der Maus

Die zur Isolierung von Zellen gewonnenen feto/maternale Einheit (fmE) wurden zunéchst
in einer mit PBS gefiillten Petrischale mechanisch zerkleinert. Anschlieffend wurden die
fmE in einer Kollagenaselosung fiir 45 Minuten bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert.
Nach dem Verdau wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb (100um) in ein 50 ml
Rohrchen gegeben, um vorhandene Gewebestiicke aus der Losung zu entfernen. Die so
erhaltene Zellsuspension wurde mit MACS-Puffer auf 20 ml aufgefiillt, um die Enzym-
reaktion der Kollagenase zu stoppen. Es folgte eine 10 miniitige Zentrifugation bei 4°C
und 250 x g. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in PBS gelost. Mittels
einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt, um diese auf entsprechende

Zelldichten einstellen zu konnen.

3.1.2 Langzeit in vivo Blockierungsversuche

Vom Tag 7 bis Tag 10 der Schwangerschaft wurden C57BL/6J- bzw. PS~/~-Méusen pro
Tag je 500ug des blockierenden mAk - MECA367 (anti-MAdCAM-1) bzw. HERMES-1
(anti-humanes CD44 / Isotypkontrolle) - i.p. injiziert. Die optimale Konzentration des
mAk wurde in Vorversuchen ermittelt, die in der Habilitationsschrift von Frau Dr. Kruse
beschrieben sind. Die Tiere wurden am 11. Tag der Schwangerschaft wie oben beschrieben

getdtet und die Uteri entnommen.

3.2 Histologische Untersuchungen

3.2.1 Histologische Charakterisierung

Fiir die Evaluierung der allgemeinen Morphologie des Uterus und dem Aufbau der Blutge-
fafse wurde eine so genannte Diff-Quick-Farbung durchgefiihrt. Das Diff-Quick-Féarbeset
besteht aus einer Fixierungs- und zwei Farbelosungen (beinhalten Fosin und Thiazin-
Blau). Bei einer Diff-Quick-Farbung werden alle Zellen und deren Kerne angefirbt. Fiir
die Farbung werden die Losungen in Farbekiivetten {iberfiihrt. Die zu firbenden Ob-

jekttrager werden in jede einzelne dieser Losungen jeweils sieben mal fiir eine Sekunde
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eingetaucht. Angefangen mit der Fixierlosung iiber die Eosin-Losung hin zur Thiazin-
Blau-Losung. Im Anschluss wurde iiberschiissige Férbelosung unter laufendem Wasser
abgespiilt und dann die Schnitte luftgetrocknet. Danach konnten die Gewebeschnitte

unter dem Durchlichtmikroskop untersucht werden.

3.2.2 In situ Immunlokalisation
3.2.2.1 Beschichtung von Objekttragern mit Poly-L-Lysin

Durch die initiale Beschichtung der Objekttrager mit Poly-L-Lysin kommt es auf deren
Oberfliche zu unspezifischen elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Kryoschnitt,
was eine bessere Haftung zur Folge hat. Hierfiir wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten
in Aceton inkubiert und von Fett und Staub befreit. Die so vorbereiteten Objekttrager
wurden im Anschluss fiir 15 Minuten in eine 0,1 %ige Poly-L-Lysin-Losung iiberfiihrt.
Vor ihrer Verwendung wurden die Objekttrager getrocknet. Die Inkubationen wurden

bei 4°C durchgefiihrt.

3.2.2.2 Vorbereitung des Gewebes und Fixierung auf Objekttragern

Die aus den Méusen entnommenen feto/maternalen Einheiten (fmE) wurden in Cryomold
Gewebeschilchen eingebettet. Hierfiir wurden jeweils maximal drei fmE in Schélchen, in
denen Einbettmedium vorgelegt war, iiberfithrt. Um ein gleichméfiges durchfrieren zu
gewahrleisten wurden die so vorbereiteten fmE ziigig auf Trockeneisplatten tiberfiihrt.
Nach vollstéindigem Gefriervorgang wurden die Proben beschriftet und bis zu ihrer Ver-
wendung bei -80°C gelagert. Der Schneidevorgang am Kryostat wurde bei einer Tem-
peratur von -20°C durchgefiihrt, um ein Brechen der Kryotomschnitte beim Auftragen
auf die beschichteten Objekttréager zu verhindern. Die FMEs wurden auf eine Dicke von
6um geschnitten und auf die mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager tiberfiihrt.
Anschliefsend wurden die Proben eine Stunde getrocknet. Zum Abschluss wurden sie fiir

15 Minuten in Aceton fixiert und dann bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.
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3.2.2.3 Immunhistologische Antikoérperfirbung

Nach dem Auftauen wurden die Cryoschnitte 15 Minuten in Aceton inkubiert und an-
schliefsend luftgetrocknet. Vor den folgenden Farbeschnitten wurde mit Hilfe eines Fett-
stiftes die Position des Schnittes auf dem Objekttrager markiert, um ein Verlaufen der
aufgebrachten Losungen wéihrend der Inkubationszeiten zu verhindern. Die Objekttra-
ger wurden in einer Farbekammer fixiert. Vor der Farbung wurden die Cryoschnitte 5
Minuten mit PBS rehydriert. Die weitere Farbung erfolgte in Abhéngigkeit von den ver-
wendeten Antikorpern. Abb. zeigt das Férbeschema fiir die verschiedenen verwende-
ten Antikorper. Die biotinylierten Antikorper wurden iiber mit Fluorochrom markiertes
Streptavidin detektiert. Endogene Streptavidin-Bindungsstellen, die zu einer unspezifi-
schen Farbung fiihren wiirden, mussten vor einer Férbung abgeséittigt werden. Hierfiir
wurden die Schnitte zunéichst fir jeweils 10 Minuten mit einer aus zwei Komponenten
bestehenden Avidin-Biotin-Blocking-Solution inkubiert. Dann wurden die Schnitte mit
normalem Maus-Serum behandelt (NMS, 10 Minuten), um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren. Die mAk wurden jeweils fiir 15 Minuten auf die Schnitte gegeben und im
Dunkeln inkubiert.

NMS-22 s PE-mAk 25> NRS= =+ FITC-mAk—=22—+Auswertung

NMS—*»PE-mAk 522 >FITC-DBA-E2E+»Auswertung

Avidin-Block—""""~Biotin-Block—""*»Biotin-mAk—:tii>Strepavidin-mAk—
\%‘FITC-DBA%'AUSWEHUHE{

Abbildung 3.1: Firbeschema. NMS = Normales Maus Serum; NRS = Normales Ratten Serum

3.2.3 Bestimmung der Anzahl und Grélle von Leukozyten

Fiir jede Versuchsgruppe wurden mindestens drei Mause verwendet und pro Maus drei
fmE (4 10 Gewebeschnitte) untersucht. Von diesen wurden wie oben beschrieben serielle
Gefrierschnitte hergestellt. Zum Auszéhlen wurde nur jeder 10. Objekttrager ausgewéhlt

um Mehrfachzahlungen gleicher Zellen auszuschlieffen. Zur Quantifizierung der Zellpopu-
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lationen wurde ein Gitternetz im Okular des Mikroskopes verwendet. Die Fliche dieses
Gitternetzes entsprach bei einer 400fachen Vergréferung einer Fliche von 0,25mm?. Pro
Gewebeschnitt wurden 5 dieser Flichen in definierten Zonen ausgezihlt (Abb. [39].
Die Grofe der Zellen wurde mit der Analyse-Software Photoshop CS3 extendet gemes-
sen. Dieses Programm verfiigt iiber ein Werkzeug zur Groéfsenbestimmung auf Fotos.
Eingestellt auf die richtige Grofenordnung wurde die Software iiber Eichobjekttrager,
die jeweils bei 100x-, 200x- und 400x-Facher Vergofserung aufgenommen wurden. Diese
Objekttrager verfiigen iiber eine Skala mit definierten Abstédnden. Diese wurden mit der
Software vermessen und die Abstédnde manuell eingetragen. Diese Einstellungen dienten
dann zur exakten Messung der Zellgrofsen auf den Objekttréagern.

MLAp

174 Endometrium

2

, . Vaskulare Zone
Decidua basalis

3
4R
4L

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der mesometrialen Seite einer fmE mit der Einteilung in
Zonen nach Paffaro et al. [39] am 11. Tag der Schwangerschaft. MLAp = mesometrail
lymphoid aggregate of pregnancy,

3.2.4 Bestimmung des Durchmessers von Gefilen

Die Morphologie der Wand miitterlicher Geféfse ist ein guter Indikator fiir die Entwicklung
des Uterus in Bezug auf die volle Funktionalitéit der decidualen Leukozytenpopulationen.
Eine Moglichkeit zur Bewertung ist die Berechnung des Verhéltnisses des Gesamtdurch-
messers eines Gefifies zu dessen Lumendurchmesser. Hierfiir wurden Kryoschnitte mit der
Diff-Quick-Technik, wie oben beschrieben, gefirbt. Am Mikroskop wurden Aufnahmen

von den Geféafsen bei einer 400fachen Vergroferung angefertigt. Diese Aufnahmen wurden
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anschlieffend am PC mit Hilfe der Software Adobe Photoshop CS3 extendet ausgewer-
tet und die Gefafle wie oben fiir die Zellen beschrieben vermessen. Zwei Werte wurde
bestimmt (siehe Abb. [3.3): a) Der Gesamtdurchmesser (GD) b) der Lumendurchmesser
(LD). Drei Méause pro Testgruppe wurden untersucht und von jeder Maus mindestens 10

Schnitte von je zwei fmE.

Abbildung 3.3: Fiir die Bestimmung des Verhiltnisses von Gesamtdurchmesser (GD) zu Lumendurch-

messer (LD) wurden diese beiden Entfernungen mit einer speziellen Software gemessen.

3.3 Injektion von IL-12 und IL-15

Um die Beteiligung von IL-12 und IL-15 an der Entwicklung der uNK-Zellen zu un-
tersuchen, wurden Méausen mit eingeschrankter Einwanderung von dendritischen Zellen
murine recombinant (mr)IL-12 und/oder mrIL-15 i.p. gespritzt. Die Mause wurden mit
diesen Zytokinen vom 7. bis zum 10. Tag der Schwangerschaft behandelt. Die gespritz-
te Konzentration betrug 50 U pro Tag und Zytokin. Die Uteri wurden am 11 Tag der
Schwangerschaft, wie oben beschrieben, entnommen und entweder eingebettet oder fiir

eine Expressionsstudien verwendet.

3.4 Expressionsstudien

3.4.1 Isolation von mRNA

Die Zellen aus den Uteri wurden, wie oben beschrieben gewonnen und auf eine Zellzahl

von 5 x 107 Zellen/ml eingestellt. Diese wurden erneut fiir 10 Minuten bei 4°C und 250
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x g zentrifugiert und anschliefend der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Zellpel-
let wurde in 600 pl Lysepuffer (RLT Plus Puffer, RNeasy Mini Kit, Qiagen), der mit
1% B-Mercaptoethanol versetzt war, gelost, auf eine QIAshredder Homogenisator Saule
(Qiagen) gegeben und bei 15.000 x g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Zum Durchfluss wur-
den 600 ul 70% Ethanol pipettiert. Als Durchfluss wird der Teil der Losung bezeichnet,
der durch die Sdule im Verlauf der Zentrifugation in ein Auffangréhrchen gelangt. Diese
Losung wurde dann auf eine Qiagen RNeasy Sdule gegeben und fiir 15 Sekunden bei 8.000
x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 700 ul RW1 Puffer (RNeasy Mini
Kit, Qiagen) auf die Séule pipettiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 8.000 x g
fiir 15 Sekunden. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und 500 pl RPE Puffer (RNeasy
Mini Kit, Qiagen) auf die Sdule gegeben. Dieser Schritt wurde wiederholt, allerdings mit
einer Zentrifugationsdauer von 120 statt 15 Sekunden. Nach Verwurf des Durchflusses
wurde die Sdule mit maximaler Geschwindigkeit fiir 1 Minute in der Zentrifuge getrock-
net. Durch eine abschliefenden Zentrifugation bei 8.000 x g fiir 30 Sekunden wurde die
RNA schliefflich mit 50 ul RNase-freiem Wasser aus der Séule eluiert.

3.4.1.1 DNA-Verdau

Eventuell vorhandene genomische DNA in der RNA-Probe kann zu Verfilschungen der
PCR- Ergebnisse fithren, daher wurde noch ein DNA-Verdau durchgefiihrt. Der Verdau
erfolgte mit einem Kit der Firma Ambion. Die Proben wurden zun#chst mit DNase
versetzt und bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde mit einem DNase
inactivating reagent abgestoppt (fiir 2 Minuten), und anschlieffend fiir 1 Minute bei 10.000
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefaf iiberfithrt und

bis zu seiner weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.1.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentration der Gesamte-RNA wurde am Photometer gemessen. Hierzu wurde die
Probe mit DEPC-Wasser verdiinnt (1:20) und die optische Dichte (OD) bei 260 und 280

nm bestimmt. Die Messung bei 260 nm erlaubt eine direkte Aussage iiber die Menge an
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vorhandenen Einzelstrang-RNA (OD von 1 = 40 mg/ml ssRNA). Das Verhéltnis der OD-
Werte bei einer Wellenlédnge von 260 zu 280 nm beschreibt die Reinheit des Gesamt-RNA
und sollte bei 1,8 liegen. Die RNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.2 real time RT-PCR

Die Expression von IFN-7v und IL-15 wurde mit Hilfe der real time RT-PCR am TaqgMan®
bestimmt. Die real time RT-PCR ist eine Methode, die es erlaubt, die Amplifikation des
PCR-Produktes direkt an einem geeigneten Ausgabegerit zu verfolgen. Sie basiert auf
der Anwendung von fluorogen markierten Sonden und der 5-3’-Exonuklease-Aktivitéit
der AmpliTag DNA Polymerase. Die Sonde tragt an ihrem 5-Ende einen fluoreszie-
renden Reporterfarbstoff (Fluorezein-Derivat) und am 3’-Ende einen Quencher-Farbstoff
(Rhodamin-Derivat). Dieses Ende tragt zusétzlich ein 3’-OH blockierendes Phosphat.
Der Quencher-Farbstoff ist iiber ein Linkermolekiil (LAN) an das 3’-Ende der Sonde ge-
bunden. Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenlénge (488 nm) zur Fluores-
zenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der rdumlichen
Néhe zum Quencher durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdriickt. Wah-
rend der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunéchst sequenzspezifisch an den
Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die Tag-Polymerase nun auf diese Sonde
und beginnt sie zu verdrangen. Es entsteht eine Y-formige Sekundéarstruktur, wodurch
die 5’-3’-Exonuklease Aktivitdt der AmpliTaq DNA Polymerase aktiviert und die Sonde
zerschnitten wird. Kommt es zur Sondenhydrolyse, so wird die rdumliche - und damit
auch der FET - zwischen Reporter und Quencher unterbrochen. Freie, nicht-hybridisierte,
Sonden werden hingegen nicht hydrolisiert. Entsprechend der Menge der amplifizierten
c¢DNA und somit der Anzahl freigesetzter Reportermolekiile steigt das Fluoreszenzsignal
mit jedem Zyklus an. Die Verdnderung der Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe
wird mit Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequence Detectors im geschlossenen Reaktionsgeféafy
Zyklus fiir Zyklus erfasst (Abb. [3.4)).

Zum Nachweis von RNA, z.B. bei Expressionsstudien, wird vor der eben beschriebe-

nen PCR noch eine reverse Transkription (RT) durchgefiihrt, bei der die RNA in ¢cDNA
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Abbildung 3.4: Prinzip des 5’-3’ Nuklease-Assays. Die TagMan Sonde, die an die Zielsequenz zwischen
den beiden PCR-Primern hybridisiert, enthélt einen Reporter Farbstoff am 5-Ende
und einen Quencher Farbstoff am 3’-Ende. Die rdumliche Ndhe von Reporter und
Quencher supprimiert die Fluoreszenz. Wahrend der PCR-Reaktion wird durch die
5’-3’ Exonuklease Aktivitdt der DNA-Polymerase die Sonde vom 5’ Ende her von der
Zielsequenz verdrangt und der Reporter vom Quencher getrennt. Erst jetzt kann die
Fluoreszenz des Reportermolekiils detektiert werden. Die Zunahme der Intensitét der
Fluoreszenz ist proportional zu der Entstehung von PCR-Produkten. Modifiziert nach

Strachan and Read, 1999.

umgeschrieben wird. Bei der one step real-time RT-PCR, — wie wir sie durchgefiihrt ha-
ben — erfolgt das Umschreiben der RNA zu ¢cDNA und die Real-time PCR in einem
Reaktionsgefafs, d.h. beide Enzyme, reverse Transkriptase (Superscript) und AmpliTaq
Gold DNAPolymerase, werden gemeinsam dem Reaktionsansatz beigefiigt. Um eine se-
miquantitative Expressionsanalyse machen zu kénnen, wurde von jeder Probe neben dem
zu untersuchenden Gen auch eine PCR mit einem so genannten house keeping Gen durch-
gefithrt. Es handelt sich dabei um ein Gen, das in jeder Zelle obligatorisch exprimiert

wird. Das hier benutzte Gen war die murine Glycerinraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
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(GAPDH). Fiir den Nachweis von IFN-y und IL-15 wurden die TagMan® Gene Expres-
sion Assays der Firma Applied Biosystems verwendet (Tab. .

Tabelle 3.1: Gene Expression Assays der Zytokine IFN-v und IL-15

Gen-Name Assay Ampliconlinge
NM 008337 (IFN-7) Mm99999071-m1 63 bp
NM 008357 (IL-15) Mm00434210-m1 73 bp

Primer und Sonde der endogenen Kontrolle (GAPDH) wurden ebenfalls von Applied
Biosystems bezogen. Die Sonden fiir die Detektion von IL-15 und IFN-v tragen den Re-
porterfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (FAM), fiir die Detektion der GAPDH wurde der
Reporter VIC™ verwendet. Fiir die Real-time RT-PCR wurde zunéichst in einem 1,5 ml
Eppendorf Gefifl ein Mastermix fiir alle Proben erstellt. Dieser wurde zu je 20 ul auf eine
der Probenzahl entsprechenden Menge Reaktionsgefafse (0,5 ml) verteilt. Danach wur-
den jeweils 50 ng (5 pl) der bei Raumtemperatur aufgetauten RNA mit dem Mastermix
vermischt. Die Reaktionsgefafte wurden verschlossen und anschliefsend in den Heizblock
des TagMan®) gestellt. Darauthin wurde die Software programmiert und das zuvor ein-
gestellte PCR-Programm gestartet. Der Puffer enthélt das Enzym AmpliTaq Gold, eine
modifizierte Form der AmpliTaq Polymerase. Das Enzym wird inaktiv geliefert und erst
durch eine 9 - 12 miniitige Inkubation bei 95°C irreversibel aktiviert. In seiner aktivierten
Form entsprechen die Eigenschaften und Leistungsdaten dieses Enzyms denen der Ampli-
Taq DNA Polymerase. Vorzeitige Primer-Dimer-Bildung werden aber bei der Herstellung
des Mastermixes mit der inaktiven AmpliTaq Gold verhindert. Die Real-Time RT-PCR
startete mit der reversen Transkription. Diese erfolgte fiir 30 min. bei einer Temperatur
von 48°C. Danach begann der klassische Reaktions- und Amplifikationszyklus der PCR.
Dieser setzte sich aus der Denaturierung der cDNA bei 95°C fiir 15 s und der Hybri-
disierung (Annealing) der Primer und der DNA Neusynthese bei der primerspezifischen

Annealingtemperatur von 61°C fiir 1 min. zusammen. Diese beiden Schritte wurden 50 x
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wiederholt. Dem Zyklus geht eine Aktivierung der Ampli-Taq-Gold-Polymerase und eine
vollstéandige Denaturierung der Ausgangs cDNA fiir 10 Minuten bei 95°C voraus (Tab.

53).

Tabelle 3.2: Gene Expression Assays der Zytokine IFN-vy und IL-15

PCR-Schritt Temperatur Zeit
Reverse Transkription 48°C 30 min
Aktivierung der AmpliTaq Gold Polymerase 95°C 10 min
Denaturierung der cDNA 95°C 15 sek
Annealing und DNA-Neusynthese 61°C 1 min

Die Daten der Real-time RT-PCR wurden in jedem Zyklus mehrfach bei der Annealing
Temperatur aufgenommen. Die Giiltigkeit des Versuchs wurde durch eine so genannte -
RT Kontrolle jeder Probe bestimmt. Diese enthielt alle Komponenten der normalen Real-
time RT-PCR aufser der reversen Transkriptase. Dadurch konnten Verunreinigungen mit
DNA, an die die Primer binden konnen, ausgeschlossen werden. Zusétzlich wurden auch
noch no template controls (NTC) mitgefiihrt, bei denen der Mastermix ohne die Zugabe
von RNA auf Bildung eines Amplifikates getestet wurde. Die RNA-Menge wurde hier
durch DEPC-H5O ersetzt.

3.4.3 Auswertung der real time RT-PCR

Das Signal einer TagMan® PCR représentiert die Verdnderung in der Fluoreszenz-
Emission des Reporter-Farbstoffs auferund der Hydrolyse der sequenz-spezifischen Sonde.
Storende Fluktuationen der Fluoreszenz werden mit Hilfe eines dem Reaktionspuffer zu-
gesetzten passiven Referenzfarbstoffs (ROX) ausgeglichen. Dieser normalisierende Effekt
geht in die Berechnungen iiber den Rn-Wert ein. Der Rn-Wert (normalisiertes Repor-

tersignal) entspricht dem Quotienten der Emissions-Intensitidt des Reporter-Farbstoffes
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dividiert durch die Emissions-Intensitiat des passiven Referenzfarbstoffs. Unspezifische
Einfliisse wie Konzentrationsdnderungen aufgrund von Voluminaschwankungen (Pipet-
tierfehler) konnen somit ausgeglichen werden. Dabei repriasentieren Rn+ Werte die re-
lative Fluoreszenz von Ansétzen mit Probenmaterial, wihrend Rn- Werte die Fluores-
zenz von NTCs darstellten. Weitere Schwankungen, die nicht auf dem PCR-abhingigen
Nuklease-Verdau basieren, werden ausgeglichen, indem das binnen der ersten paar PCR-
Zyklen erstellte Hintergrundsignal vom jeweiligen Rn Wert abgezogen wird. Dieser Wert
wird als ARn-Wert bezeichnet. Der sogennante Threshold Cycle (CT-Wert) driickt die
Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz iiber die
Grundlinie erfasst wird. Es gilt: Je mehr Ziel-Gen in der Ausgangsprobe vorhanden ist,
desto kleiner ist der CT-Wert. Zudem ist der CT-Wert abhéngig von der Effektivitiat der
PCR-Reaktion, welche hauptsdchlich von der Primereffektivitat beeinflusst wird. Fiir die
Quantifizierung erstellt das System eine Standardkurve CT iiber (LogN) der Startkopi-
enzahl und ermittelt davon iiber Interpolation die Startkopienzahl der zu untersuchen-
den Proben. In einem PCR-System mit 100 % Effizienz nimmt der CT-Wert mit jeder
Verdopplung der Startkopienzahl um einen Zyklus ab. Zur Bestimmung der Expressi-
onsaktivitdt der Proben wurde die vergleichende CT-Methode, auch AACT-Methode
genannt, angewendet. Dazu wurde zunéchst die Differenz aus dem CT-Wert des hou-
se keeping genes und dem CT-Wert des zu untersuchenden Genes gebildet (ACT). Da
in der Amplifikationkurve der ARn logarithmisch aufgetragen wurde, musste der Semi-
quantifizierungswert als 2ACT ausgedriickt werden. Zur Berechnung des AACT-Wertes
wurde folgende Formel verwendet: ACT = ACr, X — ACp, kb (Cp,x : Thresholdwert
fiir die endogene Amplifikationskontrolle; C'r, kb : Threshold fiir den normalisierten Wert
der Zielsequenz des Kalibrators; Kalibrator : Probe, die als Grundlage fiir die Erstellung
vergleichender Ergebnisse dient (hier: C57BL/6J-Méuse)) Die Expressionsrate des unter-
suchten Genes wurde als prozentualer Anteil der Expression des Kalibratos angegeben.
War die Expressionsrate des untersuchten Gens hoher als die des Kalibrators, war das

untersuchte Gen hoch reguliert. War sie niedriger, war das Gen herunter reguliert.
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3.4.4 Proteinextraktion

Die Gewebe wurden wie oben beschrieben gesammelt. Das Pellet wurde fiir 30 Minuten in
500 ul Protein Extraction Buffer I inkubiert. Im Anschluss wurde die Probe zentrifugiert
und der Uberstand mit den zytoplasmatischen Proteinen in ein neues Gefift iiberfiihrt.
Das Pellet wurde diesmal mit 500 pl Protein Fatraction Buffer I iiberschichtet und fiir 15
Minuten inkubiert (auf Eis). Der Uberstand wurde gesammelt und enthielt die Kernpro-
teine. Wurde eine Gesamt-Proteinanalyse durchgefiihrt, wurden beide Proteinfraktionen

vereint.

3.4.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die extrahierte Proteinmenge wurde photometrisch, nach der Bradford-Methode be-
stimmt. Vor jeder Messung wurde eine Eichgerade mit BSA angefertigt. Die Proben
wurden jeweils zweimal gemessen, der Wert einer Wasserprobe wurde jeweils vom Mess-

wert abgezogen.

3.4.4.2 Protein-Array

Fast alle zellularen Funktionen werden durch Proteine vermittelt. Fiir die Bestimmung
der Expression eines bestimmten Genes ist es wichtig, neben der mRNA auch das tatséch-
liche Protein zu messen, da es zwischen diesen beiden Werten zu Diskrepanzen kommen
kann. RNA kann beispielsweise nach der Transkription abgebaut oder durch andere Pro-
zesse an der Translation gehindert werden. So muss ein hoher mRNA-Wert nicht auch
gleichzeitig einem hohen Protein-Wert entsprechen. Protein-Arrays sind sehr niitzlich, da
sie es erlauben, die Menge einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine mit einer Messung
zu bestimmen. Auf dem Array, den wir uns von RayBiotech Inc. fiir unsere Bediirfnisse
eigens haben zusammenstellen lassen, sind die Antikorper auf einer Nylon-Membran ge-
bunden. Die Durchfithrung richtete sich strikt nach den Vorgaben des Herstellers. Alle
Puffer und Lésungen wurden zusammen mit den Membranen gebrauchsfertig geliefert.
In unserem Fall waren die Membranen mit Antikoérpern gegen IFN-~, IL-2, IL-15, IL-21,
IL-10, IL-12p70, MCP-1, MIP-1a,, TNFa und VEGF bestiickt. Bevor die Proben auf die
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Membranen gegeben werden konnten, mussten diese mit 1 x Blocking Puffer vorbehan-
delt werden, dies geschah {iber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler. Am néchsten Tag
wurde die Losung abgegossen und die Membranen mit 100 pg des Proteins der zu unter-
suchenden Probe iiberschichtet. Nach einer 2 stiindigen Inkubationszeit wurde die Probe
entfernt und die Membranen je drei mal mit je 2 ml Wasch-Puffer I und anschliefend mit
Wasch-Puffer IT gewaschen (jeweils 5 Minuten). Die Membranen wurden zur Detektion
der Proteine mit einem biotinylierten anti-Maus Antikérper-Cocktail iiberschichtet und
2 Stunden lang inkubiert. Anschliefend wurden die Membranen wie oben beschrieben
gewaschen. Nun wurden die Membranen mit streptavidinkonjugiertem HRP iiber Nacht
inkubiert (bei 4°C). Am néchsten Morgen wurden die Membranen wieder gewaschen.
Jede Membran wurde dann mit 0,5 ml einer frisch angesetzten Substratlosung beschich-
tet. Nach der 2 miniitigen Inkubation wurden die Losung von der Membran gekippt und
mit einem Labortuch so gut wie moglich getrocknet, ohne die Oberfliche der Membran
zu beriithren. Die Membranen wurden zwischen zwei Plastikfolien eingespannt und so
schnell wie moglich zum Auslesegerdt transportiert. Die Auswertung erfolgte am 11350

von GEHealthcare mit Hilfe der Imagequant TL-Software.

3.5 Generierung von DC und adoptiver Transfer

Zellen fiir die in vitro Generierung von DC wurden aus Ober- und Unterschenkelknochen
von C57B1/6J Méusen (Spender Méuse) gewonnen. Mit Hilfe einer 26G Kaniile wurden
diese anschlieffend mit etwa 5 ml Medium von jeder Seite ausgespiilt. Die so gewonnen
Zellen wurden durch einen Cell-Strainer (100um) gegeben und mit Medium gewaschen
(250g, 10 min, 20°C). Das Pellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert und anschlie-
fend die Vitalitit der Zellen bestimmt (Trypanblau-Farbung). 1,25 x 10° Zellen wurden
in 5 ml BMDC-Medium mit 20 ng/ml rekombinantem murinen GM-CSF ausgesét. Am
dritten Tag der Kultur wurde neues Medium hinzugegeben, am Tag 6 wurden 5 ml des
Uberstandes verworfen und mit 5 ml frisches Medium ausgetauscht. Nach 8 Tagen wurde
der Uberstand gesammelt und leicht adhérente Zellen durch Spiilen mit Medium von den

Kulturschalen gelést. Um eine moglichst grofte Zellausbeute zu erzielen, wurden die rest-
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lichen Zellen (adhérenten Zellen) durch 5-miniitige Inkubation mit Trypsin/EDTA und
anschlieflendem Spiilen mit Medium gelost. Nach Zentrifugation (300g, 10 min, 20°C)
wurden die Zellen am Coulter ACT 8 gezdhlt und erneut pelletiert. Fiir den adopti-
ven Transfer wurden den Empfinger-Mausen (87-/7) etwa 1,5 x 107 der generierten
Knochenmarks-DC (bone marrow derived dendritic cells, BMDC) in 200 pl sterilem PBS

resuspendiert.

3.6 Isolation von Leukozyten aus feto/maternalen Einheiten

Fiir die Isolierung der uterinen NK-Zellen wurde die MACS-(magnetic assisted cells sor-
ting) verwendet. Nach dem Kollagenaseverdau wurden die Zellen gewaschen und gezahlt.
Um unspezifische Wechselwirkungen mit dem Antikérper zu minimieren, wurden die Zel-
len zuniichst fiir 10 Minuten auf Eis mit FC-Block (0,25 ug/1 x 107 Zellen) inkubiert. Zum
Markieren der uNK Zellen wurden die Thyl.2 magnetic Beads von Miltenyi verwendet.
Anschlieftend wurden die Zellen gewaschen und in 500 pl MACS-Puffer aufgenommen
und auf eine MACS-S&ule gegeben. Um schwach gebundene Thy1.2 negativen Zellen aus
der Séule zu 16sen, wurde diese im Anschluss noch drei mal mit je 1 ml MACS-Puffer ge-
spiilt. Um die uNK Zellen aus der Séule zu eluieren, wurde die Sdule aus dem Magneten
entfernt und mit 1 ml MACS-Puffer gefiillt. Der MACS-Puffer wurde dann unter Ver-
wendung von Druck mittels eines Pistills durch die Sdule gepresst. Bei diesem Vorgang
16sen sich die durch die paramagnetischen Kiiglechen an die Sdule gebundenen Thyl.2
positiven Zellen ab und lassen sich in einem geeigneten Gefafs sammeln. Die so gewon-
nen Zellen wurden gewaschen und in 100 ul MACS-Puffer aufgenommen. Ein Teil dieser
Probe wurde am FACS gemessen, um die Effektivitdt der Prozedur zu tiberpriifen. Der

Rest wurde fiir Expressionsstudien verwendet, wahlweise auf Protein- oder RNA-Ebene.

3.6.1 Durchflusszytometrische Analyse von Leukozyten und BMDC

Das Pellet wurde in 100ul PBS resuspendiert. Um eine unspezifische Bindung der mo-
noklonalen Antikérper zu verhindern, wurde die Probe fiir 10 Minuten mit 10 Prozent

(10p1) NMS und Fe-Block blockiert. Die Inkubation fand bei 4°C statt. Im Anschluss
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konnten die Antikoérper (anti CD11c-APC, anti CD19-APC-Cy7, anti CD3e-PE, DBA-
FITC, Thy1.2-PerCP je 1ul) zu der Probe gegeben werden. Der so gefiarbte Ansatz wurde
im Dunkeln bei 4°C fiir 15 Minuten inkubiert, anschliefend zentrifugiert (10 Minuten,
4°C, 1200 rpm) und in 500u1 PBS resuspendiert. Die so gewonnene gefirbte Zellsuspen-

sion wurde am Durchflusszytometer gemessen.

3.7 Statistik

Statistische Analysen wurden mit dem Programm Graph Pad Prism 5 durchgefiihrt.
Fiir den statistischen Vergleich von Versuchsgruppen wurden Mittelwerte und Standard-
abweichungen berechnet und der ungepaarte Mann-Whitney-U Test angewendet. Das

Ergebnis wurde fiir p<0,01 als signifikant betrachtet.

37



4 Ergebnisse

4.1 Die Bedeutung der vaskuldren Adressine bei der Rekrutierung von

dendritischen Zellen in den schwangeren Uterus der Maus

Die endothelialen Adhésionsmolekiile MAACAM-1 und P-Selektin (PS) werden im Ute-
rus selektiv auf den miitterlichen Blutgefafien der vaskuldren Zone wéihrend der ersten
Halfte der Schwangerschaft exprimiert. Beide sind an der Rekrutierung von a437-Integrin
(B7") exprimierenden Leukozyten in den schwangeren Uterus der Maus beteiligt [17].
Die Mehrzahl dieser 37" Zellen sind myeloide dendritische Zellen (DC) [26] die durch
die gleichzeitige Expression von CD11c und CD11b charakterisiert sind. Sie tragen kei-
ne linienspezifische Marker fiir T-, B- oder NK-Zellen (Abb. . Der letzte Schritt bei
der Extravasation wird zusétzlich iiber vaskuldres ICAM-1 kontrolliert, es wird auf allen
miitterlichen Gefafsen innerhalb des schwangeren Maus-Uterus exprimiert. Die Blockie-
rung von MAACAM-1 in schwangeren Wildtyp- (WT, C57BL/6J) oder PS~/~-Miusen
mit Hilfe des mAk MECA367 vom Tag 7 bis 10 der Schwangerschaft oder das Fehlen
von ICAM-1 wie bei ICAM-1—/~-Miusen fiihrt zu einer verminderten Einwanderung
von CD11lc™ CD11b™ dendritischen Zellen in den schwangeren Uterus der Maus, im Ver-
gleich zu unbehandelten Wildtyp-M&ausen und solchen, die mit dem mAk HERMES-1
gegen humanes CD44 behandelt wurden [I7, 49]. In Tabelle ist eine Zusammen-
fassung dieser Ergebnisse zu sehen. 57-Integrin knock-out Méausen, denen das S-Integrin
fehlt (3~/~-Mause) sind ebenfalls durch das Fehlen von myeloiden CD11c¢t dendritischen

Zellen an der miitterlich/fetalen-Grenzschicht charakterisiert [17].
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Abbildung 4.1: Durchflusszytometrische Analyse der CD11c™ 37T DC im Uterus der schwangeren
Maus am Tag 11 der Schwangerschaft. Die Histogramme A-D) zeigen die Expression
von CD11c, CD19, CD3e und DBA. Gezeigt ist eine reprasentatives Ergebnis aus drei
verschiedenen Messungen.

4.2 Der Einfluss von dendritischen Zellen auf die Entwicklung uNK-Zellen

Die Untersuchungen zur Bedeutung der vaskuldren Addressine bei der Rekrutierung von
DC in den schwangeren Uterus der Maus zeigten, dass sich das Fehlen der DC im Uterus
negativ auf die Entwicklung von uNK- Zellen ausgewirkt [I7]. Uteri mit verminderter
bzw. fehlender Rekrutierung von DC waren durch geringere Anzahl und Grofe von uNK-
Zellen charakterisiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss der
DC auf die Entwicklung von uNK-Zellen genauer untersucht. Zunéchst wurde dafiir eine
Charakterisierung und Quantifizierung von uNK-Zellen in Wildtyp-Méausen (C57BL/6J)
durchgefiihrt.

4.2.1 Charakterisierung der uNK-Zellen

Die Charakterisierung der uNK-Zellen wurde vorwiegend am Tag 11 der Schwangerschaft
in verschiedenen Bereichen des schwangeren Uterus der Maus durchgefiihrt. Dieser Tag
wurde gewéhlt, da in diesem Stadium der Schwangerschaft die uUNK-Zellen ihre maxima-
le Anzahl erreichen und sie in der gesamten Decidua basalis bis hin zum Trophoblasten
zu finden sind [50} 51, 52]. Um die Bezeichnung der einzelnen Bereiche im Uterus zu
vereinfachen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Terminologie von Paffaro et al. [39] ver-

wendet. Hierbei wird der Uterus in vier Zonen aufgeteilt. Die erste Zone (Zone I) umfasst
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Tabelle 4.1: Einwanderung von DC im Rahmen von Inhibitionsstudien bei knockout- und Wildtyp-

Maé&usen.
Test-Gruppe! CD11c™ CD11cTCD11b*
C57BL/6J 6,3+ 0,8 4,2+ 0,9
C57BL/6J + HERMES-1 7.2+ 0,8 59 + 0,6
C57BL/6J + MECA367 5,6 £ 0,4 1,5 + 0,5*
ICAM-1—/— 2,7 + 1,3 0,4 + 0,3*
PS~/~+MECA 367 1,9 + 0,4* 0,3 + 0,1*

'Effekt des blockierenden Antikérpers MECA367 in WT und PS™/~-Méusen oder des Fehlens von ICAM-
1 wie bei ICAM-1"/"-Msusen auf die Anzahl CD11lct DC und myeloider CD11ct CD11b* DC im
schwangeren Uterus der Maus. Die Injektion von HERMES-1 hatte keinen Einfluss auf die Rekrutierung
von DC. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen pro 0,25mm? innerhalb der vaskuliren Zone. (Ein p von

<0,01 wurde als signifikant (*) angesehen (Test-Gruppen gegen Referenz), n=3)

das Myometrium und die MLAp, die Zone II liegt in der zentralen Decidua basalis, als
Zone I1I wird der Grenzbereich zwischen der Decidua und dem Trophoblasten bezeichnet
und Zone IV befindet sich in der vaskuldren Zone (Abb. [4.2)). Zunéichst wurde mit Hil-
fe typischer uNK-Zellmarker (Thyl.2 und DBA) und einem allgemeinen NK-Zellmarker
(NK1.1) eine Verteilungsanalyse durchgefiihrt (Abb. D). DBA ist ein Lektin, dass
an endstidndiges N-Acetylgalactosamin auf den Membranen und intrazelluldren Granula
der uNK-Zellen bindet [39]. Die Charakterisierung und Quantifizierung der uNK-Zellen
erfolgte am Mikroskop. Die Grofe der Zellen wurde mit der Software Adobe Photoshop
CS3 bestimmt.

Bei diesen Untersuchungen wurde festgestellt, dass es sich bei den uNK-Zellen nicht
um eine homogene Gruppe von Zellen handelte, sondern um Zellen die durch ein unter-
schiedliches Expressionsmuster der oben aufgefithrten Oberflichenmarker charakterisiert
sind. Es konnten drei Gruppen beobachtet werden: 1. NK1.11Thyl.2T*DBA~-Zellen, 2.
NK1.17Thy1.2"DBA~-Zellen, 3. NK1.1~Thy1.2*DBA™"-Zellen. Diese drei Gruppen un-
terschieden sich nicht nur beziiglich der Expression der verwendeten Markern, sondern

auch durch ihre Lokalisation (Abb. und ihre Grofe (Abb. [4.3). In der Zone I konnten
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am Tag 11 der Schwangerschaft alle drei uNK-Zell-Subpopulationen gefunden werden.
Die uNK-Zellen in dieser Zone sind im Vergleich zu den uNK-Zellen in den anderen
Zonen klein (14pm +1,6). In der Zone II, III und IV finden sich nur noch die uNK-
Zell-Populationen die nicht NK1.1 exprimieren. Die Gréfe der Zellen in diesen Bereichen
nahm mit Anndherung an den Trophoblasten zu. Allerdings beschrénkt sich die Gro-
Renzunahme auf die NK1.1~Thyl.2"DBA™ uNK-Zell-Subpopulation. Diese hatten eine
durchschnittliche Grofe von 23,4um + 2,8, wobei einzelne Zellen eine Grofe von bis zu
48m erreichten. Die Zellen der NK1.1~Thyl.2"DBA~ uNK-Zell-Subpopulation nahmen
nicht signifikant an Grofse zu, sie hatten weiterhin eine durchschnittliche Gréfe von ca.

A B C D
Zonen nach Paffaro  NK1.1*Thyl.2"DBA” NKI.I'Thyl.2"DBA” NKI.1"Thyl.2*DBA*

M
V| o

Decidua
basalis

Decidua
basalis

myo

Dccidua
basalis

Abbildung 4.2: Verteilung von uNK-Zell-Subpopulationen im Uterus. A-D) Schematische Darstellung
des Uterus am Tag 11 der Schwangerschaft. A) Zonen nach Paffaro et al. [39], B)
Lokalisation der NK1.1"Thy1.2"DBA™-, C) der NK1.1~Thyl1.2"DBA~-Zellen und
D) der NK1.1™ Thyl1.2"DBA™"-Zellen. Als Beispiel fiir die unterschiedliche Expression
der Oberflaichenmarker auf den uNK-Zellsupopulationen sind in E-G Fluoreszenzfar-
bungen gezeigt. Geférbt wurde jeweils mit PE konjugierten NK1.1 mAk und FITC
konjugierten DBA-Lektin (E), PE konjugierten NK1.1 mAk und FITC konjugierten
Thyl.2 mAk (F) und PE konjugierten Thyl.2 und FITC konjugierten DBA-Lektin

(G). Aufgenommen wurden die Bilder bei einer 100x-Fachen Vergroferung.
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14pm +4.4. Obwohl diese Zellpopulation im gesamten Uterus zu finden ist, befindet sich

ihr Hauptvorkommen in den Zonen I und II. In den Zonen III und IV sind nur noch

vereinzelte NK1.1~Thyl.2T"DBA~ uNK-Zellen zu finden.

F

.
1

T}}) &
L=

myo

c DB

Zone | Zone 11

GroBe in pm (Anteil in %) |GroBe in pm- (Anteil in %)
NK1.1'Thy1.2'DBA" | 13,39um (80%) - pum (0%)
NK1.1Thyl.2'DBA°

NK1.1'Thy1.2'DBA’

- um (0%) 14,41 um (40%)

14,41 pm (20%) 21,37pm (60%)

Zone 111
Grofe in pm (Anteil in %)
- pm (0%)
12,62pum (10%)
22,70pm (90%)

» Trophoblast

Abbildung 4.3: Unterschiedliche Verteilung der uNK-Zellpopulationen im Uterus der Maus. Original-
getreue Ubertragung von einem Gewebe-Schnitt einer C57BL /6J Maus-Uterus am 11.
Tag der Schwangerschaft. myo = Myometrium, cDB = zentrale Decidua basalis. Gelb
= Thy1.2" DBA™ (in Zone I auch NK1.1"), Orange = Thy1.2* DBA™. In der Tabelle
sind neben der Durchschnittsgrofe der uNK-Zellen in den einzelnen Regionen auch die

prozentuale Verteilung der einzelnen Subpopulationen angegeben.

4.2.2 Interaktion zwischen uNK-Zellen und DC in der Decidua basalis

DC scheinen einen mafsgeblichen Einfluss auf die Entwicklung von uNK-Zellen zu haben.

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe habe gezeigt, dass es Interaktionen zwischen DC

und uNK-Zellen im Bereich der zentralen Decidua basalis gibt. Diese DC wandern iiber

die vaskulédre Zone in die Decidua basalis ein und verweilen dort [26]. In diesem Bereich

wurde eine Vielzahl an uNK-Zellen beobachtet, die sich in einem engen Kontakt zu DC

befanden (Abb. . Bei Farbungen mit mAk gegen stomales ICAM-1 konnte festgestellt

werden, dass dieser Bereich eine sehr niedrige Expression von stromalem ICAM-1 aufweist

(Abb. . Unreife uNK-Zellen der MLAp sind an dieser Interaktion nicht beteiligt, daher
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wurden sie fiir weitere Untersuchungen nicht beriicksichtigt.

Embryonalhghle

Abbildung 4.4: Interaktion zwischen uNK-Zellen und DC innerhalb der Decidua basalis. Gezeigt ist in
A) die Interaktion zwischen einer uNK-Zellen und einer DC am Tag 11 der Schwanger-
schaft innerhalb der Decidua basalis. Gefarbt wurde mit PE konjugiertem anti-CD11c
mAk und FITC konjugiertem DBA-Lektin. Balken = 50um. B) Schematische Darstel-
lung des schwangeren Uterus am Tag 11 der Schwangerschaft mit unterschiedlichen

DC Subpopulationen. zDB = zentrale Decidua basalis.

zentrale Decidua basalis

FEmbryonalhhle

Abbildung 4.5: uNK-Zellen in einem Bereich mit niedriger ICAM-1-Expression. Gezeigt ist ein Quer-
schnitt eines Uterus aus einer C57B1/6J Maus am Tag 11 der Schwangerschaft. Die
unterinen NK Zellen (griin, mit DBA-FITC gefarbt) befinden sich in einem Bereich
mit niedriger ICAM-1 Expression (rot, ICAM-1-PE geférbt). 100-fache Vergroferung.
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4.3 Eine verminderte Einwanderung von DC in den schwangeren Uterus

fuhrt zu einer reduzierten Anzahl und Grolle von uNK-Zellen

Die Auswirkungen, die eine verminderte Einwanderung myeloider DC auf die Entwick-
lung der uNK Zellen hatte, wurde ebenfalls am Tag 11 der Schwangerschaft untersucht.
Dazu wurden zunéchst Grofse und Anzahl der uNK-Zellen bestimmt. Hierfiir wurden
Immunfluoreszenz-Farbungen mit dem mAk Thyl.2 und dem Lektin DBA durchgefiihrt.
Von den so gefarbten Schnitten wurde Fotos angefertigt, die mit Hilfe von Photoshop

2 wurden

CS3 extendet ausgewertet wurden. Auf einer definierten Flache von 0,25 mm
Thy1.2T DBA™ Zellen ausgezihlt. Pro Schnitt wurde dies fiir 5 Zahlfelder, pro Uterus fiir
10 Schnitte und pro Maus fiir 3 FMEs durchgefiihrt und an drei Mausen untersucht. Der
unreife uNK-Zellen enthaltene Bereich der MLAp (Zone I) wurde nicht in die Auswertung
einbezogen. Alle Untersuchungen wurden an syngenen Schwangerschaften von Mé&usen
mit einem C57BL/6J Hintergrund (Wildtyp, ICAM-1-/=, PS~/~ 4+ MECA367) am Tag
11 der Schwangerschaft durchgefiihrt. Bei ICAM-1—/~-M&usen, als auch bei MECA367
behandelten PS~/~-Miusen, bei denen die Einwanderung der CD11¢t CD11bT DC ge-
hemmt war, wurde eine signifikant verringerte Anzahl als auch Gréfse der uNK-Zellen im
Vergleich zum WT festgestellt. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Thyl.2-PE
(rot) und DBA-FITC (griin) gefiarbten uNK-Zellen innerhalb der Decidua basalis zeigen
den Unterschied beziiglich der Anzahl und Gréke zwischen Wildtyp und den ICAM-1—/—-

bzw. MECA367 behandelten PS™/~-Mzusen Abb. A-C).

4.4 Eingeschriankte Entwicklung der uNK-Zellen fiihrt zu einer

Verminderung ihrer Funktion

uNK-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Umstrukturierung des miitterlichen uteri-
nen Geféfibettes, die Invasion des Trophoblasten als auch fiir die Implantation und Ent-

wicklung der Plazenta. Diese Aufgabe der NK-Zellen erfolgt iiber die Produktion einer
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Abbildung 4.6: Anzahl und Grofe von uNK-Zellen gemessen in Miusen mit inhibierter Rekru-
tierung von DC in den schwangeren Uterus im Vergleich zum Wildtyp. A-C
Immunfluoreszentz-Farbung von C57BL/6J-, ICAM-1"/"- bzw. MECA367 behan-
delten PS™/~-Miiusen, am Tag 11 der Schwangerschaft. uNK-Zellen wurden mit
Thyl.2-PE (rot) und DBA-FITC (griin) gefarbt, doppelpositive Zellen sind gelb
(Pfeil). Der Balken entspricht 50pm. D) Anzahl uNK-Zellen im Uterus fiir C57BL/6J-,
ICAM-1"/~ und MECA367 behandelten PS-~/~-Méusen auf einer Fliche von 0,25
mm?. E) Durchschnittliche Grofe dieser Zellen in um. Die Balken zeigen den Mittel-
wert + SD von drei M&usen pro untersuchter Gruppe. Signifikanz wurde mithilfe des
Mann-Whitney U-Tests berechnet, wobei ein p<0,01 als signifikant angesehen wurde.
n=3.

Vielzahl von I6slichen Faktoren wie Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Eines der wich-
tigsten von den uNK-Zellen in diesem Zusammenhang produzierten Zyotkine ist IFN-~.
Daher wurde untersucht, ob sich neben der Auswirkung auf die Grofe und Anzahl der
uNK-Zellen auch eine Verdnderung in der IFN-+ Expression im Gewebe des schwangeren
Uterus bei Miusen mit verminderter Einwanderung CD11c™ CD11b*T DC nachweisen
ldsst.

Hierfiir wurde mit Hilfe der real time RT-PCR die Expression von IFN-v bei Leuko-

zyten, die aus dem Uterus isoliert wurden am Tag 11 der Schwangerschaft in Wildtyp-,
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ICAM-1=/~- bzw. MECA367 behandelten PS~/~-Miusen gemessen. Es konnte gezeigt
werden, dass die IFN-+ Expression bei ICAM-1 defizienten bzw. mit MECA367 behan-
delten PS™/~-M&usen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen signifikant niedriger war. Sie
exprimierten nur etwa 25 % - im Falle der ICAM-1~—/~-M&use - und 30% - im Falle der mit
MECA367 behandelten PS~/~-Méuse - der IFN-y Menge, die in Wildtyp-Méusen gemes-
sen wurde (Abb[4.7]A). Eine weitere Frage war, ob die Reduktion der IFN-y Expression im
Gewebe des schwangeren Uterus nur auf die verringerte Anzahl der uNK-Zellen zuriickzu-
fiihren war oder ob die uNK-Zellen in ihrer Funktion beeintrichtigt waren. Dazu wurden
ulNK-Zellen die eine Reaktivitdt mit DBA und Thyl.2 zeigten {iber anti-Thy1.2 gelabelte
Mikrobeads aus dem schwangeren Uterus von Wildtyp-, ICAM-1~/~- bzw. MECA367 be-
handelten PS~/~-Miusen am 11. Tag der Schwangerschaft isoliert (Reinheit 88 %). Fiir
die Untersuchung der Expression wurden die Zellen aus den Testgruppen und Kontrollen

auf die gleiche Zellzahl eingestellt (1x10%), anschliekend wurde die mRNA extrahiert und
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Abbildung 4.7: TFN-v-Expression von C56BL/6J-, ICAM-1"/"- und MECA367 behandelten PS™/~-
Mausen. In A) ist die IFN-y Expression fiir die Gesamtheit aller Zellen im Uterus an-
gegeben. B) Zeigt die Ergebnisse fiir die Expression von IFN-~ in isolierten uNK-Zellen
(Reinheit 88 %). C57BL/6J diente als Referenz, deren Expression mit 1 gleichgesetzt
wurde. Die Expressionen der ICAM-1"/"- und PS™/~ + MECA367-Mause wurde zur
Referenz mit Hilfe der AA ct-Methode ins Verhéltnis gesetzt. Ein p von <0,01 wurde
als signifikant (*) angesehen (Test-Gruppen gegen Referenz) n=3.
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die Expression von IFN-vy gemessen (Abb B). Das Ergebnis zeigt, dass die Funktion
der uNK-Zellen in M&usen mit verminderter Einwanderung von DC im Vergleich zu den
Wildtyp-M&usen stark reduziert war. So lag die Menge an IFN-v, die in ICAM-1—/—-
Miusen gemessen wurde bei 34% und die in PS~/~-Mausen bei 42% im Vergleich zu
der, die in Mausen des Wildtyps gemessen wurde. Die Unterschiede waren jeweils hoch

signifikant (p<0,01).

4.4.1 Untersuchung der Histologie des Uterus von ICAM-1—/~- und MECA367

behandelter PS~/~-M3usen am Tag 11 der Schwangerschaft

Um zu {iberpriifen, ob sich eine verminderte IFN-v-Produktion auf die Ausbildung der
miitterlichen Geféafte und die Zellularitdt der Decidua basalis auswirkt, wurden histologi-
sche Untersuchungen an Diff-Quick gefirbten Kryostatschnitten vom Tag 11 des schwan-
geren Uterus durchgefiihrt. Wie in Abb. [I:8] A-C dargestellt ist, ist die Wandmuskulatur
der miitterlichen Gefafte bei Mausen mit verminderter Anzahl, Groke und Funktionalitit

der uNK-Zellen stark verdickt.

Abbildung 4.8: Darstellung miitterlicher Gefifie innerhalb der Decidua basalis. Dargestellt sind die
Cefifwinde von C57BL/6J- (A), ICAM-1"/~ (B) und MECA367 behandelten PS™/~-
Méusen am Tag 11 der Schwangerschaft. Die Schnitte von ICAM-1"/"- und mit ME-
CA367 behandelten PS™/~-Miiusen hatten eine dickere Gefifwandmuskulatur als die
C57BL/6J-Mé&use. Balken = 30um. Die Pfeile zeigen auf die Innen- und Aussenwand
der Gefafse. Balken=30um. Die dargestellten Geféfie sind reprasentativ fiir jeweils vier

Mause.

Ein wichtiger Indikator neben der reinen phénotypischen Begutachtung der Blutgeféfse
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stellt die Berechnung des Verhéltnisses vom Durchmesser des gesamten Blutgefiafies zu
dessen Lumen dar [46]. Bei Méusen des Wildtyps lag dieses Verhéltnis bei 1,40+ 0,13.
ICAM-1~/~-Méuse hatten stark verdickte Gefafwinde, daher stieg das Verhiltnis auf
1,98 4+ 0,26 an. Das gleiche galt fiir PS™/~ + MECA367, bei diesen stieg das Verhaltnis
zwischen dem Gefafsduchmesser zum Gesamtdurchmesser der Spiral-Arterie auf 1,96 +

0,24 an (.2).

Tabelle 4.2: Verhéltnis des Geféafidurchmessers zum Gesamtdurchmesser der Spiral-

Arterien.
Test-Gruppe? Gefalt- /Gesamtduchmesser-Ratio
C57BL/6J 1,40 + 0,13
ICAM-1-/— 1,98 + 0,26*
PS—/~+MECA 367 1,96 + 0,24*

2 Gemessen in Mausen am Schwangerschaftstag 11 mit oder ohne beeintrichtigter uNK Zell Entwicklung.

(Ein p von <0,01 wurde als signifikant (*) angesehen (Test-Gruppen gegen Referenz) n=3)

Die GefiRe von Miusen bei denen die Einwanderung CD11c™ CD11b* dendritscher
Zellen behindert ist und die durch eine eingeschrankte Differenzierung der uNK-Zellen
charakterisiert sind, zeichneten sich durch ein héheres Verhéltnis von Gefaftdurchmesser

zum Lumendurchmesser aus.
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4.4.2 Adoptiver Transfer von Wildtyp DC in 37/~-Maiuse

Um die Beteiligung der DC an der Reifung der uNK-Zellen zu iiberpriifen, wurden adopti-
ve Transferexperimente durchgefiihrt. Hierfiir wurden Knochenmarkszellen aus Wildtyp-
Mausen (C57BL/6J) gewonnen und iiber 7 Tage in Gegenwart von GM-SCF kultiviert.
Nach Ablauf der 7 Tage wurden aus dieser Kultur die CD11c™ Zellen (BMDC) mit Hilfe
von anti-CD11c Microbeads isoliert. Die durchflusszytometrische Kontrolle der Aufreini-
gung ergab eine Reinheit von 85% CD11c™ Zellen. Die phinotypische Charakterisierung
der Zellen mit mAk gegen CD11c, CD19, CD3e ergab das 84% der CD11c™-Zellen, CD11b
exprimieren. Die Zellen zeigten keine linienspezifischen Marker fiir T- und B-Zellen. 3 x
10 dieser CD11lct™ BMDC wurden in 37~/~-Miuse téglich vom 7. bis zum 10. Tag
1.v. injiziert. Fiir diese Versuche wurden 87/~ -Méuse gewahlt, da der Effekt, der in
ICAM-1=/~- bzw. in mit MECA367 behandelten PS~/~-M#usen zur verminderten Ein-
wanderung der DC fiihrt, nicht durch die Gabe von Wildtyp-DC kompensiert werden
kann. In beiden Féllen kommt es zu der verringerten Einwanderung durch das Fehlen
bzw. die Blockierung von vaskuldren Adressinen in den miitterlichen Blutgefafien. Bei
(37~/~-Méusen fehlt das fiir die Interaktion mit MAdCAM-1 wichtige Integrin 37, welches
auf DC exprimiert wird und in der Rekrutierung dieser Zellen in den Uterus beteiligt ist
[17]. Wie bei ICAM-1~/"- bzw. bei mit MECA367 behandelten PS™/~-Mzusen kommt
es zu einer verminderten Einwanderung von CD11c¢™ CD11b™ DC und in Folge dessen zu
einer im Vergleich zum Wildtyp verringerten Anzahl und Grofe der uNK-Zellen [I7]. Die
Ergebnisse des adoptiven Transfers sind in Abb dargestellt. Sowohl die Anzahl als
auch die Groke der uNK-Zellen der mit BMDC behandelten 37—/~ -Méausen entsprach den
Werten die flir Wildtype-Méause gemessen wurden. Ebenfalls konnte eine Normalisierung

der IFN-v Expression und die damit eng zusammenhéngende miitterliche Gefafistruktur

beobachtet werden (Tab. [4.3)).
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CD11c CD11b CD19 CD3e

Abbildung 4.9: Charakterisierung der aus den Knochenmarkskulturen gewonnenen DC. Fiir den adop-
tiven Transfer wurden die aus den Wiltyp-Méusen gewonnenen CD11c™ dendritschen
Zellen mit Hilfe der MACS-Technik angereichert. Diese Zellen wurden anschliefend
durchflusszytometrisch charakterisiert (A-D). Es waren zu 84% CD11ct CD11b™ (die
Anzahl CD11b"-Zellen in (B) bezieht sich nur auf Zellen, die auch CD11cl+ sind).
Sie exprimierten keine linienspezifischen Marker wie CD19 oder CD3e. Das Ergebnis

ist représentativ fiir 4 unabhéngige Messungen.
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Abbildung 4.10: Adoptiver Transfer von BMDC in M#use mit verminderter Einwanderung von DC.
BMDC wurden aus C57BL/6J-Mausen (Wildtyp) gewonnen und in 87/~ -Mause
injiziert. Die unbehandelten ﬂ?f/ ~-Mé&use sind durch eine reduzierte Anzahl und
Grofe von uNK-Zellen (A, B), eine erniedrigte IFN-v-Expression (C) und ein er-
hohtes Verhiltnis von Gefafsidurchmesser zum Durchmesser des Lumens im Vergleich
zum WT charakterisiert. 3 x 10° BMDC (Reinheit ca. 85 %) aus C57BL/6J-Mausen
wurden den 87/~ -Miusen tiglich von Tag 7 bis zum Tag 10 der Schwangerschaft
i.v. injiziert. Der adoptive Transfer der BMDC aus Wildtyp-Mausen fiihrte zu einer
Normalisierung der Zellzahl, -grofe (A, B) und der IFN-y Expression der uNK-
Zellen (C). Die Daten zeigen der Mittelwert + SD von mindestens drei Experimen-
ten (*p<0,01). Die Berechnung der Signifikanz (Wildtyp gegen Test-Gruppe) erfolgte
mittels des Mann-Whitney U Tests.
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Tabelle 4.3: Verhéltnis des Gefafsdurchmessers zum Gesamtdurchmesser der Spiral-

Arterie vor und nach adoptiven Transfer von BMDC.

Test-Gruppe® Gefif- /Gesamtduchmesser-Ratio

C57BL/6J 1,40 + 0,13
BT/~ 2,00 £ 0,05*
B7-/~+ BMDC 1,53 + 0,14*

3 gemessen in MAusen am Schwangerschaftstag 11 mit oder adoptiven Transfer von 3 x 10° CD11c™
BMDC von Tag 7 bis Tag 10 im Vergleich zum Wildtyp.(Ein p von <0,01 wurde als signifikant (*)
angesehen (Test-Gruppen gegen Referenz) n=3)

4.4.3 DC sind die Quelle fiir IL-12 und IL-15 im schwangeren Uterus der Maus

Es ist bekannt, das eine Vielzahl von Zytokinen wie z.B. I1.-12 und IL-15 die Proliferation,
Differenzierung und Aktivierung von NK-Zellen in der Peripherie induziert [53].

Im schwangeren Uterus der Maus scheint vor allem IL-15 eine entscheidende Rolle bei
der Proliferation der uNK-Zellen zu spielen [54]. Um zu iiberpriifen, ob die Verringerung
der Zahl der uNK-Zellen im Uterus von ICAM-1/~- oder mit MECA367 behandelten
PS—/~-Méusen auf eine reduzierte Menge IL-15 zuriickzufithren war, wurde die mRNA-
Expression von IL-15 am Tag 11 der Schwangerschaft untersucht. Zusétzlich wurde die
Proteinmenge von IL-12 und IL-15 innerhalb dieser Gewebe bestimmt. In den Testgrup-
pen mit verminderter Einwanderung der myeoliden DC konnten nur 30% (ICAM—l_/ )
bzw. 44% (PS~/~ tMECA367) der Menge an exprimiertem IL-15 nachgewiesen werden,
die in den Kontrollméusen gemessen wurde (Abb. A). Neben der Messung der mRNA
wurde aufferdem die Proteinmenge iiber einen Protein-Array bestimmt.

Auch hier war die gemessene Menge an I1-15 deutlich unter der, die bei Referenzméu-
sen gemessen wurde. Mit Hilfe des Protein-Arrays konnte zusétzlich die Proteinmenge
von [1-12 bestimmt werden. Die untersuchten Test-Gruppen wiesen auch hier eine signi-

fikante Reduktion der Proteinmenge im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. B und
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Abbildung 4.11: Expression von IL-12 und IL-15 in Uteri von Miusen mit eingeschrinkter Einwande-
rung von CD11ct CD11b™ dendritischer Zellen. (A) Ergebnis der real time RT-PCR-
Messung von IL-15 mRNA (B) und (C) zeigen die Ergebnisse der Messung von IL-15
und IL-12 auf Protein-Ebene bestimmt mit Hilfe eines Protein-Arrays (RayBiotech).
Gemessen wurde dies in Uteri von ICAM-1"/"-, mit MECA367 behandelten PS™/~-
und C57BL/6J-Méausen (Referenz) am Tag 11 der Schwangerschaft. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert £ SD, Fiir jede Testgruppe wurde mindestens 3 Tiere un-
tersucht. Ein p von <0,01 wurde als signifikant (*) angesehen (Test-Gruppen gegen

Referenz). n=3

Um zu iiberpriifen, ob die DC fiir die Produktion von IL-12 und IL-15 verantwort-
lich sind, wurden diese Zellen mit Hilfe von anti-CD11c Microbeads aus dem Uterus-
Gewebe am Tag 9 der Schwangerschaft isoliert und durchflusszytometrisch charakteri-
siert. Die Analysen zeigten, dass die isolierten DC keine linienspezifischen Marker fiir
T-Zellen (CD3e) oder B-Zellen (CD19) exprimierten, zudem waren sie negativ fiir die
uNK-Zellmarker Thy1.2 und DBA. Die Uberpriifung der Reinheit der isolierten DC er-
gab einen Wert von 85%. Aus den Isolierten CD11c™-Zellen wurden Proteine extrahiert
und auf die Expression von IL-12 und IL-15 hin untersucht. Beide Zytokine konnten in
den Lysaten der uterinen DC detektiert werden (Abb. [£.12).
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Abbildung 4.12: Dendritische Zellen exprimieren IL-12 und IL-15. Um herauszufinden, ob die DC eine
Quelle fiir 11-12 und IL-15 darstellen, wurden CD11ct aus dem Uterus der Maus
(C57BL/6J) isoliert am Tag 9 der Schwangerschaft mittels anti-CD11c Microbeads
isoliert (Reinheit 85%). Die Zellen waren fiir CD11c positiv (A) und fir CD19 (B),
CD3 (D), DBA (E) negativ. Der IL-12 und IL-15 Gehalt dieser Zellen wurde mit
einem Protein-Array (E) gemessen. Die Grafiken reprisentieren eines von drei Expe-
rimenten.

4.4.4 Substitution mit rmIL-12 und rmlL-15 stellte die Funktion von uNK Zellen in

Uteri, denen CD11ct CD11b™" dendritische Zellen fehlten, wieder her

Die bisher ausgefiihrten Ergebnisse wiesen auf eine Rolle der DC als wichtige Produzen-
ten von IL-12 und IL-15 im schwangeren Uterus der Maus hin. Um zu tiberpriifen, in
wie weit die Entwicklung der uNK-Zellen von dem Vorhandensein dieser Zyotkine ab-
hiingt, wurden Substitutionsversuche durchgefiihrt. In diesen wurden den ICAM-1—/—-
bzw. den mit MECA367 behandelten PS~/~-M3iusen téglich an den Schwangerschaftsta-
gen 7 bis 10 jeweils 50 U von IL-12 und IL-15 entweder einzeln oder in Kombination i.p.
injiziert. Die alleinige Gabe von IL-15 fiihrte zu einem Anstieg der Anzahl und Groéfse der
uNK-Zellen in ICAM-1"/"- bzw. in MECA367 behandelten PS~/~-Miusen, die der von
Wildtyp-M&usen entsprach (Abb [4.13). Die Messung der IFN-y-Expression in den mit
IL-15 behandelten Méausen zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den unbehandelten

Tieren. Die alleinige Gabe von IL-12 hatte keinen Einfluss auf die Anzahl und Grofle der
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uNK-Zellen. Auch hier liefs sich bezogen auf IFN-v-Expression kein signifikanter Unter-
schied zu den unbehandelten M&usen feststellen. Wurden I1.-12 und IL-15 gleichzeitig den
Maéusen von Tag 7 bis 10 der Schwangerschaft injiziert, konnte sowohl ein signifikanter
Unterschied der Anzahl und Grofe der uNK-Zellen als auch der IFN-vy-Expression im
Vergleich zu den nicht mit Zytokinen behandelten ICAM-1—/"- bzw. MECA367 behan-
delten PS~/~-Méusen festgestellt werden. Die kombinierte Gabe dieser beiden Zytokine
fithrte zu Werten, die denen entsprachen, wie sie bei den Wildtyp-M&usen gemessen wur-
den. Bezogen auf die IFN-vy-Expression konnte dieses Ergebnis sowohl fiir den gesamten
Uterus als auch fiir die isolierten uNK-Zellen bestétigt werden (Abb . IFN-~ spielt
im Uterus eine wichtige Rolle bei der Gefafaufweitung und Angiogenese. Bei Méausen,
denen DC im Uterus fehlten, konnten miitterliche Geféfe beobachtet werden, die im Ver-
gleich zum Wildtyp verdickte Gefakwiande hatten. Da die Gabe von I1-12 und IL-15 zu
einem Anstieg der IFN-y-Expression fiihrte, wurde iiberpriift, ob dieser Anstieg einen
Einfluss auf den Phénotyp der Entwicklung der miitterlichen Blutgefife hatte. Bezogen
auf das Verhaltnis zwischen dem Gesamtdurchmesser und des Lumendurchmessers der
Gefalse zeigte sich, dass die alleinige Gabe von IL-15 oder IL-12 zu keinem signifikan-
ten Unterschied des Verhéltnisses im Vergleich zu den nicht mit Zytokinen behandelten
Mausen fiihrte. Wurden beide Zytokine in Kombination injiziert, nahm die Dicke der Ge-
fafswiande deutlich ab. Die Messung des Verhéltnisses zwischen dem Gesamtdurchmesser
und des Lumendurchmessers der Gefifse ergab, dass der Wert sich nicht signifikant von

dem der Wildtyp-Mé&use unterschied (Abb und TabJ4.4)).
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Abbildung 4.13: Verinderte Grofe und Anzahl von uNK-Zellen in M#usen die eine inhibierte Ein-
wanderung von CD11c™ CD11b" dendritischen Zellen in den Uterus aufweisen. (A)
zeigt die Anzahl uNK-Zellen im Uterus fiir ICAM-1"/~ und MECA367 behandelten
PS-f/f-M:éiusen7 mit oder ohne Injektion von IL-12, IL-15 oder IL-12 + IL-15 im
Vergleich zum WT, auf einer Fliche von 0,25 mm?. In (B) ist die durchschnittliche
Grofe dieser Zellen in um dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte + SD von drei Méau-
sen pro untersuchter Gruppe. Ein p von <0,01 wurde als signifikant (*) angesehen
(Test-Gruppen gegen Referenz) n=3
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Abbildung 4.14:

o HIL-12+1L-15

Abbildung 4.15:

IFN-y-Expression bei C56BL/6J- ICAM-17/"- und MECA367 behandelten PS™/~
-Méusen, vor und nach Gabe von Zytokinen (IL-12, IL-15, IL-12 und IL-15) am Tag
11 der Schwangerschaft. (A) Ergebnisse fiir die Expression von IFN-v in isolierten
uNK-Zellen (Reinheit 88 %). In (B) ist die IFN-y Expression fiir die Gesamtheit aller
Zellen im Uterus angegeben. C57BL/6J diente als Referenz, die Expression wurde
mit 1 gleichgesetzt. Die Expressionen der ICAM-1"/"- und PS™/~ 4+ MECA367-
Maéuse wurde zur Referenz mit Hilfe der AA ct-Methode ins Verhéltnis gesetzt. Ein
p von <0,01 wurde als signifikant (*) angesehen (Test-Gruppen gegen Referenz), n=3

[ : | ¥ -
LS 1%’
' PS*+MECA367

2

-

+MECA367 +MECA361 +IL-151 I'S"*“‘MECASGT +IL-12 +IL-12 +IL-15
Gefifwinde von C57BL/6J- (A), ICAM-1=/~ (B) und MECA367 behandelten
PS~/~-Méusen, vor und nach Gabe von Zytokinen am Tag 11 der Schwangerschaft.
A-J zeigen miitterliche Blutgefiafie innerhalb der Decidua basalis. Nur die Gefife
der Méause, die sowohl mit IL-12 und IL-15 behandelt wurden, zeigten eine mit dem
Wildtyp (A, B) vergleichbare Gefifiwandstruktur (F und J). Balken = 30um. Die
Pfeile zeigen auf die Innen- und Aussenwand der Gefafe. Die dargestellten Geféfe

sind représentativ fiir jeweils vier Méuse.
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Tabelle 4.4: Verhéltnis des Gefafsidurchmessers zum Gesamtdurchmesser der Spiral-

Arterie.
Test-Gruppe? Gefaflt- /Gesamtduchmesser-Ratio
C57BL/6J 1,40 + 0,13
ICAM-1—/— 1,98 + 0,26*
ICAM-1/~ + IL-12 1,69 + 0,19*
ICAM-1~/~ + IL-15 1,69 + 0,16
ICAM-17/= + IL-12 + TL-15 1,42 £ 0,15
P-Selektin =/~ +MECA 367 1,96 + 0,24*
P-Selektin™/~ + MECA 367 + IL-12 2,08 & 0,15*
P-Selektin~/~ + MECA 367 + IL-15 2,29 + 0,37*
P-Selektin=/~ + MECA 367 + IL-12 + IL-15 1,42 + 0,14

4 Gemessen in M#usen am Schwangerschaftstag 11 mit oder ohne beeintrichtigter uNK Zell Entwicklung.

(Ein p von <0,01 wurde als signifikant (*) angesehen (Test-Gruppen gegen Referenz), n=4)

o7



5 Diskussion

Bei der Schwangerschaft handelt es sich um einen sehr komplexen, multifunktionellen
Prozess, bei dem die Einwanderung des semiallogenen Trophoblasten in das miitterli-
che Gewebe der Decidua streng kontrolliert ist. Dies ist nétig, um die Versorgung des
Embryos mit Sauerstoff und Néhrstoffen und somit sein normales Wachstum zu gewahr-
leisten. Eine wichtige Rolle bei diesem Prozess kommt den Leukozyten zu. Sie haben
beispielsweise einen groffen Anteil an den Umbauprozessen, die im Uterus im Laufe der
Schwangerschaft stattfinden. Aufierdem sind sie mafsgeblich an der Toleranzinduktion
beteiligt, die eine Abstofung des Foten verhindert [55, 56]. Die Einwanderung dieser
Leukozytenpopulationen in den Uterus unterliegt einer strengen Kontrolle. Zelluldre Ad-
hésionsmolekiile und chemotaktische Faktoren spielen hierbei eine Schliisselrolle. Durch
die nicht {iberlappende Expression dieser Molekiile kommt es zur Ausbildung von Mikro-
doménen innerhalb des Uterus mit einem typischen Muster an Zellen. In der vaskuléren
Zone, deren Gefdfte durch die Expression von P-Selektin, MAACAM-1 und ICAM-1 cha-
rakterisiert sind, finden sich monozytéire Zellen. Die Mehrzahl dieser Zellen trigt den
Homingrezeptor a487-Integrin auf der Zelloberflache. Die phénotypische Charakterisie-
rung dieser Zellen ergab, dass es sich vorwiegend um myeloide CD11c™ DC handelte
[26]. Inhibitionsstudien mit blockierenden mAk und Versuche mit knockout Méusen zeig-
ten, dass die Extravasation von a437TCD11c™ DC sowohl iiber P-Selektin als auch iiber
MAdCAMS-1 erfolgt. In diesen Versuchen wurde eine drastisch reduzierte Einwanderung
von a4f7T CD11lc™ DC in die vaskulidre Zone des schwangeren Uterus festgestellt. Es
wird vermutet, dass P-Selektin die Adhésion der Leukozyten, vor allem die der myeloiden

DC auf dem aktivierten Endothelium vermittelt und dariiber hinaus an der Initiation des
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Rollens wihrend der Leukozytenextravasation beteiligt ist. Dieser Schritt ist wichtig, da-
mit das a4(7-Integrin auf den Leukozyten sich an seinen Rezeptor MAdCAM-1 auf dem
Gefé-Endothel binden kann. Das Gleiche galt fiir Mause, denen ICAM-1 fehlte. ICAM-1
ist beteiligt am letzten Schritt der Extravasation der a437%-Zellen und ihrer Einwande-
rung in die vaskulédre Zone. Es bindet an #2-Integrin, welches sich auf der Oberflache der
den Uterus infiltrierenden Leukozyten befindet. Méause, bei denen die Einwanderung der
a437t CD1lc™ DC -Subpopulation inhibiert wurde, waren charakterisiert durch eine
verminderte Anzahl und Gréfse der uNK-Zellen. Weiterhin zeichneten sich diese Mause
durch eine hypozelluldre Decidua basalis und durch verdickte Wénde der miitterlichen
Blutgefife aus [17]. Gleiche Beobachtungen, bezogen auf die Histologie der Decidua wur-
den fiir Mause beschrieben, denen uNK-Zellen oder IFN-v fehlten [57]. Die Produktion
von IFN-v ist eine der Hauptaufgaben der uNK-Zellen, nur etwa 10% des im Uterus ge-
messenen [FN-v stammt von anderen Zellen. IFN-v beeinflusst die Gefakaufweitung und
Angiogenese im Uterus. Studien von Ashkar et al. [44] zu Folge exprimiert die Gesamt-
heit der Zellen im Uterus, abziiglich der Menge, die von uNK-Zellen stammt, weniger
als eine IU IFN-v pro Implantationsstelle, und dieses Level bleibt wahrend der gesamten
Schwangerschaft konstant. Fiir eine vollstdndige Remodellierung der decidualen Blutge-
fafe ist eine Konzentration von mehr als fiinf IU pro Implantationsstelle nétig, die nur
in Anwesenheit von uNK-Zellen im Uterus erreicht wird [58]. Ashkar et al. [46] konnten
zeigen, dass Zellen die aus SCID-M&usen gewonnen wurden und in alymphoide Mé&use
transferiert wurden, zu einer Wiederherstellung einer normalen uNK-Zellpopulation fiihr-
ten. Diese Rekonstitution der uNK-Zellen oder auch die direkte Injektion von rmIFN-vy
in die alymphoiden Méuse fiihrte zu einer normalen Entwicklung des Uterus, die dem
einer Wildtyp-Maus entsprach [46], 59, [60]. Um zu untersuchen, ob ein Fehlen von DC die
IFN-y-Menge im Uterus der Maus beeinflusst, wurde dessen Expression in M&usen un-
tersucht, die durch das Fehlen von myeloiden DC charakterisiert sind. Tatséchlich konnte

gezeigt werden, dass die Mause mit einer im Vergleich zum Wildtyp reduzierten Anzahl

99



Diskussion

an DC und uNK-Zellen auch signifikant weniger IFN-+ exprimieren. Ein Grund fir die
geringere IFN-v-Menge konnte die im Vergleich zum Wildtyp geringere Anzahl an uNK-
Zellen im untersuchten Gewebe sein. Da diese die Hauptquelle des uterinen IFN-+ sind,
wirkt sich eine verminderte Anzahl der Zellen auch stark auf dessen Gesamtmenge im
Uterus aus. Um dies auszuschliefen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die uNK-Zellen
aus den Uteri der Testmause isoliert, diese auf die gleiche Zellzahl eingestellt und dann
die IFN-v mRNA gemessen. Und auch hier konnte eine Reduktion der IFN-v-Menge bei
den M&ausen mit inhibierter Einwanderung von DC festgestellt werden.

Um die Hypothese zu beweisen, dass es sich um DC handelt, die die Entwicklung
und [FN-v-Expression der uNK-Zellen beeinflussen, wurden Versuche an Méusen durch-
gefithrt, denen das Integrin 87 fehlte. Die DC dieser 37~/~-M&use haben kein a437-
Integrin, welches der Ligand fiir MAACAM-1 ist. Da bei diesen Méusen der Defekt, der
zur verminderten Einwanderung der DC fiihrt, nicht auf dem Endothel lokalisiert ist,
sondern auf der Zelloberfliche, war es moglich, die DC der 37~/~-M&use durch Wildtyp-
DC zu ersetzen. Die Wildtyp-DC wurden aus Knochenmarkskulturen gewonnen und iiber
einen adoptiven Transfer in die 37~/~-M&use gebracht. Die im Anschluss an den Transfer
durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass die Effekte die durch das Fehlen der DC
im Uterus auftraten, durch die Injektion der Wildtyp-DC kompensiert werden konnten.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die a487T CD11c™ DC innerhalb des Uterus
mit den uNK-Zellen interagieren und Einfluss auf deren Entwicklung und Funktion ha-
ben [49]. Dieser Einfluss konnte entweder iiber einen direkten Zell /Zell-Kontakt und /oder
iiber die Ausschiittung von l6slichen Faktoren vermittelt werden. Mit Hilfe der konfoka-
len Mikroskopie, konnte ein direkter Zell/Zell-Kontakt zwischen DC und uNK-Zellen im
Grenzbereich zwischen der vaskuldren Zone und der zentralen Decidua basalis beobach-
tet werden [26]. Das Gleiche konnte auch beim Menschen nachgewiesen werden [56].
Zytokine spielen bei der Kommunikation zwischen Zellen eine wichtige Rolle und sind

bezogen auf die Induktion von Aktivierung, Differenzierung und Wachstum wéhrend ei-
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ner Immunreaktion unerldsslich. So ist bekannt, dass die Zytokine IL-12 und IL-15 einen
Einfluss auf die Entwicklung peripherer NK-Zellen ausiiben [61], (62, 63, (64 [65], 66l [67].
Daher wurde die Rolle dieser beiden Zytokine bei der Entwicklung von uNK-Zellen inner-
halb dieser Arbeit genauer untersucht. Hierfiir wurden Experimente an Mausen durch-
gefiihrt, denen ICAM-1 oder P-Selektin fehlten. In diesen Mausen wurde iiberpriift, ob
sich die exprimierte Menge von IL-12 und IL-15 im Uterus von Méausen, die durch eine
verminderte Anzahl an DC im Uterus charakterisiert sind, von der in Wildtyp-Mé&usen
gemessenen unterscheidet. Diese Versuche wurden auf Protein-Ebene und im Falle von
IL-15 zusétzlich auf mRNA-Ebene durchgefiihrt. Die mRNA von IL-15 wurde in allen
Testgruppen - mit Ausnahme der 37~/~-M&use - gemessen und analysiert. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchungen zeigten, dass Uteri mit verminderter Einwanderung von DC
und eingeschriankter Entwicklung der uNK-Zellen geringere Level an 1L-12 und 1L-15 im
Vergleich zum WT aufweisen. Sowohl in den ICAM-1—/~- als auch in den mit MECA367
behandelten PS~/~-Mausen konnten signifikant reduzierte Mengen dieser beiden Zytoki-
ne gemessen werden. Um die Hypothese zu untermauern, dass die DC fiir die Produktion
dieser Zytokine im Uterus verantwortlich sind, wurden Versuche an isolierten DC durch-
gefiihrt. Diese wurden auf die Expression von IL-12 und IL-15 Proteinen hin untersucht.
Es konnte bestétigt werden, dass die decidualen DC eine Quelle von IL-12 und IL-15
im Uterus darstellen konnten. Welche Rolle diese beiden Zytokine bei der Reifung der
uNK-Zellen spielen, konnte bei Versuchen gezeigt werden, bei denen ICAM-1—/~-M&usen
oder mit MECA367 behandelten PS™/~-Miusen, diese Zytokine vom 7. bis zum 10. Tag
der Schwangerschaft injiziert wurden. Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass
durch die alleinige Injektion von IL-15 die Anzahl und Gréfe der uNK-Zellen deutlich er-
hoht wurden und erreichten sowohl bei den ICAM-17/"-als auch bei den PS™/~-Méausen
wieder einen Zustand wie bei den unbehandelten Wildtyp-Kontrollen.

Bei Wildtyp-Méusen fiihrte eine Injektion von IL-15 zu keiner Erhéhung der uNK-
Zellzahl. IL-15 vermittelt seine Wirkung tiber den IL-15 Rezeptor (IL-15R«), der auf der
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Oberfliche der DC lokalisiert ist. Studien an peripheren NK-Zellen zufolge sind sowohl
IL-15 als auch der IL-15R« fiir die Entwicklung der NK-Zellen erforderlich. So fehlen IL.-
15~/ sowie IL-15Ra~/~ Miuse die NK-Zellen [68, [69]. Weiterhin ist bekannt, dass eine
Hochregulation des IL-15Ra mit der IL-15 Prasentation auf reifen DC korreliert [64]. So
konnten Dubois et al. [70] und Ferlazzo et al. [64] zeigen, dass DC den NK-Zellen das
IL-15 ausschlieflich iiber den membrangebundenen IL-15R« présentieren. Eine Aktivie-
rung der NK-Zellen {iber IL-15, vermittelt durch DC, kann somit nur iiber einen direkten
Zell/Zell-Kontak erfolgen. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe konnten bestitigen, dass es
in einem Bereich der zentralen Decidua baslis zu einer Interaktion zwischen decidua-
len DC und uNK-Zellen kommt [26]. Allerdings wirft dies die Frage auf, warum die
uNK-Zellen trotz fehlenden DC im Uterus durch freies I1L-15 aktiviert werden konnten.
King et al. [71] zeigten, dass der IL-15Ra in geringer Menge auf uNK-Zellen exprimiert
wird und so durchaus eine direkte Aktivierung der uNK-Zellen iiber freies I1.-15 erfolgen
konnte. Die alleinige Gabe von IL-12 hatte keinen Einfluss auf die Gréfse oder die Anzahl
der uNK-Zellen. Eine kombinierte Gabe beider Zytokine resultierte in einer Grofe und
Anzahl der uNK-Zellen die Vergleichbar mit der des Wildtyp war. Zudem konnte eine
deutliche Zunahme der IFN-v-Expression beobachtet werden. Bezogen auf die Morpho-
logie der miitterlichen Geféafe innerhalb der Decidua konnte beobachtet werden, dass die
Gewebsschnitte der mit I1.-15 behandelten M&use immer noch eine hypozelluldre Decidua
basalis hatten und die Wéande der sich dort befindlichen Geféfie dicker waren als bei den
Wildtyp Kontrollen. Wurde IL-15 in Kombination mit IL-12 gespritzt, fand ein normaler
Umbau des Uterus statt, der mit dem des Wildtyps vergleichbar war. Die Gabe von 1L-12
flihrte zwar zu einer leicht erhohten IFN-y-Expression, aber reichte alleine nicht aus, um
sie auf das Wildtyp-Niveau anzuheben, da in diesem Fall wohl die Anzahl der uNK-Zellen
zu niedrig zu sein scheint. Bei humanen peripheren NK-Zellen ist eine Abhéngigkeit der
IFN-v Expression von einer IL-12 Stimulation bekannt [64], [72, 611, [73]. In diesem Fall

wurde das 1L-12 von DC produziert. Auch fiir murine uNK-Zellen wurde die Abhéngig-
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keit der IFN-v-Expression von IL-12 schon bestétigt [58]. Die IL-12 Produzenten im
schwangeren Uterus der Maus konnten bisher aber nicht eindeutig bestimmt werden. Die
hier dargestellten Ergebnisse untermauern allerdings die Vermutung, dass nicht nur die
Proliferation der uNK-Zellen, sondern auch die Stimulation zur Expression von TFN-~,
ghnlich wie bei den peripheren NK-Zellen, iiber die DC erfolgt. Sie sind die Hauptquelle
des uterinen 1L-12 und IL-15.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass M&usen denen DC myeloiden Ursprungs im
Uterus fehlen, charakterisiert sind durch eine verminderte Anzahl und Groéfe von uNK-
Zellen. Diese sind nicht nur in ihrem Phénotyp und in ihrer Entwicklung eingeschréankt,
sondern auch in ihrer Funktion. Diese Mause zeigten eine hypozelluldare Decidua basalis
und verdickte Wénde der miitterlichen Blutgefifse, was Hinweise auf eine eingeschrénk-
te IFN-y-Expression sind. uNK-Zellen sind die Hauptproduzenten dieses Zyotkins. Eine
Normalisierung der Verhéltnisse auf Wildtyp-Niveau erfolgte nach der Injektion von IL-
12 und IL-15. Die Versuche zu den einzelnen Zytokinen liefen den Schluss zu, dass IL-15
fiir die Proliferation und IL-12 fiir die Stimulation der uNK-Zellen zusténdig sind. Expe-
rimente in denen DC aus Wildtyp-Méausen isoliert und 7~/~-Miusen injiziert wurden,
untermauerten die Hypothese, dass DC fir die Entwicklung und Funktion von ulNK-

Zellen wichtig sind.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen den myeloiden dendtitischen
Zellen und uNK-Zellen untersucht. Bei den dendritischen Zellen handelte es sich um
a437-Integrin® Zellen, die im Verlauf der Leukozytenextravasation iiber die Bindung
an P-Selektin und MAdCAM-1 und spéter auch an ICAM-1 in den Uterus der Maus
einwandern. Die uNK-Zellen stellen die zahlenméfig grofste Leukozytenpopulation im
Uterus dar und spielen beispielsweise eine wichtige Rolle bei der Angiogenese und Geféfs-
aufweitung wihrend der Schwangerschaft. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die
DC die Entwicklung und Funktion der uNK-Zellen mafigeblich beeinflussen. Die inhibier-
te Einwanderung der DC fihrte zu einer reduzierten Anzahl und Groke der uNK-Zellen
und zu einer verminderten IFN-v-Expression. Dies hatte einen negativen Einfluss auf
die Organisation des Uterusgewebes und auf die Struktur der miitterlichen Blutgeféife
innerhalb der Decidua basalis. Eine entscheidende Rolle bei diesen Prozessen kam den
Zytokinen IL-12 und IL-15 zu. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
diese Zytokine von DC produziert werden und einen Einfluss auf die Entwicklung und
Funktion der uNK-Zellen haben. So wurde in Uteri von M&usen mit inhibierter Einwande-
rung der DC im Vergleich zum Wildtyp, eine deutlich verminderte Menge dieser Zytokine
gemessen. Die mehrtégige Injektion dieser beiden Zytokine, fiilhrte zu einer Anzahl und
Grofse der uNK-Zellen, die mit denen der Wildtyp-M&ausen vergleichbar war. Ebenfalls
wurde die Expression von IFN-v gesteigert, die auch mit der Expression von Wildtyp-
Méusen vergleichbar war. Die gesteigerte IFN-v-Menge hatte auch einen Einfluss auf die
Organisation des Uterus. So konnte beobachtet werden, dass sich sowohl die Struktur des

Decidua basalis als auch die der miitterlichen Blutgefdfse innerhalb des Uterus normali-
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sierten. Der adoptive Transfer von DC aus WT-Méusen in 37~/~-Méause unterstrich die
Bedeutung des crosstalks zwischen DC und uNK-Zellen fiir die Umstrukturierung des

unterinen Gewebes wahrend der Schwangerschaft.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

AF Alexa Fluor®

APC antigen- presenting cell
APC Allophycocyanin

BSA Bovines Serum Albumin
CD cluster of differentiation
CO2 Kohlenstoffdioxid

DB Decidua basalis

DC dendritic cell

DNA Desoxyribonucleic acid
EDTA Ethylendiamintetraacetat
Fc Fragment, kristallisierbar
FITC Fluoreszein- Isothiocyanat
FKS Fetales Kélberserum

FME Fetomaternale Einheit
FSC Forward side scatter
GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor
GTH Gemeinsame Tierhaltung
HCI Salzsdure

i.p. intraperitoneal

ICAM intracellular adhesion molecule
1IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase
IFN Interferon

Ig Immunglobulin

76



Anhang

Tabelle 7.1: Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

THC Immunhistochemie

IL Interleukin

1U international unit

k.o. knock out

IDC lymphoide DC

MACS Magnetic associated cell sorting

MAdCAM mucosal addressin cellular adhesion molecule
mDC myeloide DC

MDV Makrophagen /Dendritische Zellen- Vorlauferzelle
MEV Megakaryozyten /Erythrozyten- Vorlduferzelle
MHC magor histocompatibility complex

Myo Myometrium

NaCl Natriumchlorid

NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat

NasHPO4 Dinatriumhydrogenphophat

NK natiirliche Killer

NMS Normales Mausserum

PBS Phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

pDC plastazytoide DC

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

PS P- Selektin

R Rezeptor

RNA Ribonucleic acid

RMPI Roosevelt Park Memorial Institute- Medium
SDF stromal derived factor

SSC Side scatter

Tab. Tabelle

Th Helfer- T- Zelle

Treg regulatorische T- Zelle

VCAM vascular cellular adhesion molecule

VZ vaszkulédre Zone

zDB zentrale Decidua basalis
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