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1 EINLEITUNG

Der Zyklus der Hundin weist im Vergleich zu anderen Haussdugetieren zahlreiche Besonder-
heiten auf. Insbesondere sind die der lutealen Regression zugrundeliegenden Regel mechanis-
men noch weitgehend unklar. Im Gegensatz zu den Gegebenheiten anderer Haussaugetiere,
wie z.B. bei Pferd und Rind, ist die Luteolyse nicht durch Faktoren uterinen Ursprungs beein-
flusst, und nur unmittelbar in der Phase des prépartalen Abfals von Progesteron scheint
Prostaglandin F,, (PGF,,) as ein endogener luteolytischer Faktor zu wirken. Auch ein Man-
gel der beiden luteotropen Hormone, Prolaktin und LH, kann bei der graviden und ingraviden
Hundin nicht fir die luteale Regression verantwortlich gemacht werden.

HOFFMANN et al. (1996) verweisen daher auf mogliche parakrine und/oder autokrine Steue-
rungsmechanismen. Dazu durchgefihrte Untersuchungen haben erstmals eine solche Rolle fiir
|uteal es Progesteron und Estradiol-17f erkennen lassen, nachdem Ostrogen- und Progesteron-
rezeptoren im Corpus luteum (CL) der Hundin sowohl immunhistochemisch als auch mittels
der Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) nachgewiesen werden konn-
ten (DE CARVALHO PAPA 2001). In vorausgegangenen immunhistologischen Untersu-
chungen konnte auch die Anwesenheit von CDS8-positiven Lymphozyten und Major-
Histokompatibilitéts-Komplex Klasse II (MHC I1) —Antigen exprimierenden Zellen in beson-
ders hoher Zahl zum Zeitpunkt der einsetzenden L uteolyse nachgewiesen werden (BUSGES
2003).

Dies legt die Vermutung nahe, dass beim Hund Zytokine, die von diesen Immunzellen sezer-
niert werden, an der Differenzierung, Aufrechterhaltung und Regression des CL beteiligt sein
koénnen. Diese Folgerung basiert u.a. auf Untersuchungen bei anderen Spezies, die gezeigt
haben, dass bestimmte Zytokine eine bedeutende Funktion nicht nur in der Phase der Folliku-
logenese, der Ovulation und bei der Regulation der Steroidbiosynthese haben, sondern auch in
der Phase der Anbildung, Funktionserhaltung und Regression des CL. Dabei kdnnen Zytokine
sowohl die Lutealfunktion férdernde (z.B. IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o. und TGF-B) as auch
hemmende Wirkungen (z.B. IL-18, IFN-y, TNF-o. und TGF-f3) austiben.

Im Hinblick auf diese Beobachtungen divergierender Wirkungen unterschiedlicher Zytokine
und fehlender Hinweise in der Literatur hinsichtlich des Einflusses der Zytokine auf die Funk-
tionalitét des CL der Hundin, war das Ziel der vorliegenden Untersuchung, durch Darstellung
der Expression eines breiten Spektrums an Zytokinen (IL-1f, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, TNF-o, IFN-y und TGF-B1) erste Informationen Uber deren Expression und damit
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maoglichen Bedeutung bei der Regulation der Gelbkdrperfunktion bel der Hindin zu erhalten.
Die Untersuchungsmethode der Wahl stellte dabel die RT-PCR dar.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Steuerung und Mor phologie des Cor pus luteum der Hindin

21.1 Einteilung des Reproduktionszyklus

Der Zyklus des domestizierten Hundes wird a's asaisona und mondstrisch bezeichnet, da er
keine jahreszeitlichen Abhangigkeiten mehr erkennen a3t und sich jeder sexuell aktiven Pha-
se mit nur einem ovariellen Zyklus ein Zeitraum der Sexualruhe anschliefit.

Nach FELDMAN & NELSON (1987) lasst sich der Zyklus einteilen in:

a) Proostrus:

Dieser umfasst den Zeitraum vom Beginn der prodstrischen Blutung bis zum Beginn der Se-
xualakzeptanz und dauert ca. 3-16 Tage. Die Plasmakonzentration von Estradiol-17( steigt in
dieser Zeitspanne bis auf Maximalwerte von 100 pg/ml an, was mit einer Odematisierung der
Vulva sowie einer Hyperamie und Proliferation der V aginalschleimhaut verbunden ist.

b) Ostrus:

Er beginnt mit der Akzeptanz des Ruden durch die Hindin und dauert etwa 4-12 Tage. Etwa
48-62 Stunden nach dem préovulatorischen LH-Peak kommt es zur Ovulation. Im Verlauf des
Ostrus fallt die Plasmakonzentration von Estradiol-17f8 ab, wahrenddessen als Besonderheit
bei der Hindin die Progesteronwerte ansteigen; bei einer Plasmakonzentration von etwa
5 ng/ml wird die Ovulation beobachtet (BOUCHARD et al. 1991, CONCANNON 1993).

C) Didstrus.

Dieser ist gekennzeichnet durch die An- und Rlckbildung der Corpora lutea. Seine Dauer
schwankt zwischen 60 bis 90 Tagen, der Beginn ist durch den Verlust der Deckbereitschaft
gekennzeichnet. Im DioGstrus steigt die Progesteronkonzentration zunéchst bis auf Maximal-
werte von etwa 20 ng/ml und mehr an und beginnt dann etwa ab dem 20. Tag post ovulatio-
nem langsam wieder abzufallen. Parallel dazu steigen Prolaktin und LH an.

d) Angstrus:

DefinitionsgemaR ist der Ubergang vom Didstrus in den Andstrus durch einen Abfall der Pro-
gesteronwerte unter 1 ng/ml Plasma gekennzeichnet. Seine Dauer schwankt rassespezifisch
und individuell zwischen 15-265 Tagen (ovarielle Inaktivitét).
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2.1.2 Regulation der Lutealphase bei der Hindin

Eine weitere Besonderheit bel der Hiindin ist der bei graviden und ingraviden Hindinnen bis
kurz vor den Geburtszeitpunkt fast nahezu identische Verlauf von Estradiol-173, LH und Pro-
gesteron im peripheren Blut.

L uteotrope Faktoren:

Im ersten Drittel des Didstrus verlauft die Lutealfunktion weitgehend unabhangig vom Ein-
fluss gonadotroper Hormone, da weder eine Hypophysektomie (CONCANNON 1980, OK-
KENS et al. 1986), noch eine Hemmung von LH oder Prolaktin (CONCANNON et al. 1987)
in dieser Phase eine Anderung der Lutealfunktion bewirken konnten. Danach, spatestens je-
doch ab der zweiten Halfte der Luteal phase, wirken LH und vor allem Prolaktin als luteotrope
Faktoren. In dieser Phase ist eine Hypophysektomie mit dem Abfall der Progesteronkon-
zentration im Plasma als Zeichen des Funktionalitétsverlustes verbunden. Der Effekt der Hy-
pophysektomie konnte durch exogene Gabe von LH kompensiert werden (CONCANNON
1980). Auch die Verabreichung von die Prolaktinfreisetzung hemmenden Dopaminagonisten
fuhrt zum Abfall der Progesteronsekretion (OKKENS & BEVERS 1990). OKKENS & BE-
VERS (1990) sowie ONCLIN & VERSTEGEN (1997a) haben Prolaktin as den wichtigsten
luteotropen Faktor beim Hund beschrieben. Die Verflgbarkeit der beiden luteotropen Fakto-
ren LH und Prolaktin steigt in der 2. Halfte des Didstrus an (HOFFMANN & SCHNEIDER
1993, GRAF 1978, ONCLIN & VERSTEGEN 1997b). Unbeschadet dieser Tatsache wird
jedoch eine kontinuierliche Abnahme der Lutealfunktion beobachtet. Dies gilt auch fur die
gravide HUndin, bei der der Prolaktinanstieg deutlicher ausgeprégt ist als bel der nicht gravi-
den Hindin (ONCLIN & VERSTEGEN 1997b).

L uteol ytische M echanismen:

Die der lutealen Regression zugrunde liegenden Mechanismen sind bei der Hundin noch
weitgehend unklar. Anders a's bel den landwirtschaftlichen Nutztieren aber dhnlich wie z.B.
bei Mensch und Katze ist die Luteolyse nicht durch Faktoren uterinen Ursprungs beeinflusst
(OLSON et al. 1984, HOFFMANN et a. 1992), und nur unmittelbar in der Phase des prépar-
talen Abfalls von Progesteron scheint PGF,,, als ein endogener luteolytischer Faktor zu wir-
ken.

So beobachteten HOFFMANN et a. (1996), dass nach Hemmung der PGF,,-Synthese durch
Anwendung des Cyclooxygenasehemmers Indomethacin eine Verlangerung der Tragezeit
auftrat. Umgekehrt konnten WILLIAMS et al. (1999) nach Anwendung des PGFy,-

Anaogons Na-Cloprostenol eine vorzeitige Luteolyse und damit den Beginn der Wehentétig-
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keit ausldsen. Auch bei nicht graviden Tieren konnte durch wiederholte PGF,,-Anwendung
eine Luteolyse induziert werden (CONCANNON & HANSEL 1977). Im Hinblick auf die
notwendigen hohen Dosierungen und die sich daraus ergebenden Nebenwirkungen (LEIN et
al. 1989) ist es jedoch problematisch, daraus physiologische Regelmechanismen ableiten zu
wollen (HOFFMANN et al. 1996).

Auch ein Mangel an LH und Prolaktin kénnen weder bel der ingraviden noch graviden Hin-
din fur die luteale Regression verantwortlich gemacht werden, da beide Hormone in der spa
ten Lutea phase erhoht vorliegen (HOFFMANN & SCHNEIDER 1993) und auch die Expres-
sion lutealer LH- und PRL-Rezeptoren in diesem Zeitraum nicht abnimmt (FERNANDES et
al. 1987).

Aufgrund dieser Beobachtungen folgern HOFFMANN et a. (1996), dass bei der HUndin die

Regression der CL vor allem parakrinen und/oder autokrinen Steuerungsmechanismen unter-
liegt.

2.1.3 M or phologisch-histologischer Aufbau des Corpus luteum

Das Corpus luteum (CL) stellt eine endokrine Drise von zeitlich begrenzter Lebensdauer dar
und besteht aus steroidproduzierenden Zellen parenchymatGsen Ursprungs, die etwa 40% der
Zellen im CL einnehmen, und Stromazellen, bei denen es sich hauptséchlich um Endothel zel -
len und Fibroblasten handelt und die z.B. beim Rind etwa 53% der Zellpopulation ausmachen
(O'SHEA et a. 1989). Beim Hund ist eine Einteilung in grof3e und kleine Lutealzellen im
Unterschied zum Mensch, Rind oder Schwein nicht moglich (ANDERSEN & SIMPSON
1973).

Nach der Ovulation missen die im rupturierten Follikel verbleibenden Granulosa- und Theka-
zellen in Lutealzellen transformiert werden, wobei LH und der Insulin Like Growth Factor-1
(IGF-1) als potente Stimulatoren der Luteinsierung beschrieben worden sind (REYNOLDS et
al. 1992). An diese Vorgange im frihen CL ist die Vaskularisation der Lutealzellschichten
durch Einsprossung neuer Blutgefalde assoziiert. Die Angiogenese, an der der Vascular Endo-
thelial Growth Factor (VEGF) — durch LH und IGF-1 stimuliert - eine vermittelnde Funktion
besitzt und der in der friihen Lutealphase bei der Frau vorwiegend aus den Lutealzellen sezer-
niert wird, ist somit ein wichtiges Ereignis in der Phase der Neubildung des CL (GOEDE et
al. 1998).

Im Gegensatz zum Hoden gehdrt das Ovar, einschliefdlich dem CL, nicht zu den immunprivi-

legierten Organen. Uber das sich bildende Kapillarsystem wandern Stromazellen, wie



LITERATURUBERSICHT 11

Fibroblasten sowie Zellen des Immunsystems wie Makrophagen/Monozyten, Granulozyten
und Lymphozyten in das CL ein. Die Anzahl an Leukozyten im CL der Frau war in der frihen
(42%) und in der spéaten Luteaphase (35%) hoher als in der mittleren Luteal phase (24%)
(CASTRO et al. 1998). Dabei blieb die Zahl der Makrophagen im Verlauf der Lutealphase -
im Gegensatz zur Situation bei der Ratte (BRANNSTROM et al. 1994) und dem Kaninchen
(BAGAVANDOSS et al. 1988), wo ein leichter Anstieg der Makrophagenpopulation kurz vor
der lutealen Regression beobachtet wurde - konstant. Im CL des Kaninchens blieb die Ge-
samtzahl an Leukozyten im Verlauf der Luteal phase konstant. Die Population der neutrophi-
len Granulozyten im CL der pseudograviden Ratte stieg im Verlauf der Lutealphase an, um
dann in der spéten L utealphase wieder abzufallen (BRANNSTROM et al. 1994). Beim Hund
wurde im CL in der frihen und in der spédten Lutealphase eine hdhere Expression an CD4
positiven Lymphozyten und MHC Klasse Il Antigen exprimierenden Zellen als in der mittle-
ren Lutealphase nachgewiesen (BUSGES 2003). Die Expression der CD8 positven Lympho-
zyten fiel vom 15. bis zum 30. Tag post ovulationem ab, danach stieg die Expression bis zum
60. Tag an und fiel anschlief3end wieder ab.

Elektronenmikroskopisch zeigen canine Lutealzellen bis zum 30. Tag post ovulationem runde
Nuklei mit homogenem Chromatin, ein ausgepragtes glattes endoplasmatisches Retikulum
(9ER) und kleine Lipidvakuolen im Zytoplasma. Die L uteal zellen trennen ausgeprégte Kandle
extrazelluldrer Matrix, die eine hohe Anzahl an Kapillaren aufweisen. Ab dem 45. Tag post
ovulationem nimmt der interzellulére Abstand zwischen den Lutealzellen deutlich ab, wobei
die Anzahl an Kapillaren sinkt und zunehmend Kollagenfasern sichtbar werden. Zeitgleich
erscheint die Struktur des gER der Lutealzellen undeutlicher. Markante Zeichen der Degene-
ration caniner Lutealzellen zeigen sich ab dem 60. Tag durch zunehmend polygonale und
pyknotische Zellkerne as Ausdruck einer beginnenden Chromatinkondensation. Das gER
nimmt eine wirbeldhnliche Struktur an und ist von grof3en Lipidvakuolen umgeben. Vom
75. bis zum 113. Tag post ovulationem stellt sich der Nukleus Uberwiegend lobuliert mit ei-
nem Anstieg des Gehaltes an Heterochromatin dar (SONNACK et a. 2003).

Beim Hund scheint die Regression des CL daher weniger durch eine Vermehrung des Binde-
gewebes (VOLLMERHAUS et al. 1994), sondern eher durch eine Abnahme des interzellul &
ren Raumes bei anndhernd gleichbleibender Grof3e der Luteal zellen gekennzeichnet zu sein.

Dies zeigt sich in einer VVolumenabnahme des CL.
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2.2 Zytokine

Zytokine sind Glykoproteine mit einem relativ niedrigen Molekulargewicht zwischen 8-70 kD
und werden von nahezu allen Zelltypen gebildet. Sie sind an vielen Steuerungsmechanismen
beteiligt, wie z.B. an der Regulation des Zellwachstums, der Zellaktivierung, der Induktion
von Chemotaxis, am Entziindungsgeschehen, der Ausbildung von Immunitét, der Gewebere-
paration und der Stimulation bzw. Hemmung der Expression anderer Zytokine.

Aufgrund ihrer hochaffinen Bindung an Rezeptoren auf der Zelloberflache, sind Zytokine in
sehr geringen Konzentrationen (pmol/l) wirksam. Alle Zytokinrezeptoren sind Trans
membranproteine, wobel nach Bindung des Zytokins an den extrazellulé&ren Anteil die
Signaltransduktion in den Zellkern beginnt. Die Zytokinwirkung ist Uberwiegend mit der
Transkription neuer Gene verbunden, die durch die Aktivierung spezifischer Transkriptions-
faktoren zustande kommt.

Nachdem in vorausgehenden Untersuchungen (BUSGES 2003) das zyklusabhéngige Vor-
kommen von CD4- und CD8-exprimierenden Lymphozyten und MHC I[1-exprimierende Zel-
len im CL der Hindin gezeigt werden konnte und das CL nicht zu den immunprivilegierten
Organen gehdrt, stellte sich fur vorliegende Untersuchungen insbesondere die Frage der Ex-

pression von Zytokinen in Zusammenhang mit immunol ogischen Reaktionen.

Die Abbildungen 1 und 2 veranschaulichen die Interaktionen von Zytokinen mit unterschied-
lichen Zelltypen des Immunsystems. Sie wurden anhand der Ausfihrungen in den Kapiteln
2.2.1 bis 2.2.10 angefertigt. In diesen Kapiteln soll kurz auf jene Zytokine eingegangen wer-
den, deren Expression im CL der HUndin in den vorliegenden Untersuchungen mittels RT-

PCR nachgegangen werden sollte.
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Abb. 1 Interaktion von Zytokinen mit unterschiedlichen Zelltypen
(nach Kap. 2.2.1 bis 2.2.10 erstellt)
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Abb. 2: Differenzierung von T-Zell-Subpopulationen und deren Zytokinproduktion

(nach Kap. 2.2.1 his 2.2.10 erstellt)

Legende fir Abb.1und 2:

13

APC = Antigenprésentierende Zelle; Ag = Antigen; MHC |1 = Major-Histokompatibilitéts-
Komplex Klasse II; TCR = T-Zell-Rezeptor; Ty = T-Helferzelle; Tu0 = undifferenzierte
T-Helferzelle; Tyl = T-Helferzelle der Subklasse 1; T2 = T-Helferzelle der Subklasse 2;

Tc = Zytotoxische-/Suppressor-T-Zelle; B = B-Lymphozyt; | L-2R = IL-2 Rezeptor
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221 Interleukin-1 beta (1L-1pB)

2211 Allgemeine Bedeutung von IL-1 im Immunsystem und Wirkung in endo-

krinen Organen

IL-1 ist in seiner biologisch aktiven Form ein etwa 17 kD schweres Polypeptid, das tber-
wiegend von aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet und sezerniert wird und gilt
als wichtiger proinflammatorischer Mediator (DINARELLO 1996). AulRer von Makrophagen
wird es auch von Epithel- und Endothel zellen, Fibroblasten, Hepatozyten sowie Muskel zellen
gebildet. Die primére Funktion von IL-18 ist die Stimulierung der Proliferation und Reifung
von Lymphozyten; es stellt aber auch ein endogenes Pyrogen dar, induziert die Sekretion von
IL-6 und die Produktion von , Akute-Phase-Proteinen” in Hepatozyten.

Die cDNA von caninem IL-1B wurde von GILMORE et a. (1996, Genbank, unpubliziert)
kloniert und sequenziert. Sie ist 382 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen,
der 119 Aminosauren kodiert.

Fur IL-1B sind zur Zeit zwei membranstandige Rezeptortypen, IL-1 Rt | und Il, identifiziert,
wobei die SignalUbertragung ausschliefdlich tUber den IL-1 Rt | erfolgt (SIMS et a. 1993).
Zéellen, die von IL-1P reguliert werden, produzieren ihrerseits einen I1L-1 Rezeptorantagonis-
ten (IL-1 Ra).

Bei der Frau wurde in Proben aus Zervikovaginallavagen wahrend der Follikelphase im Ver-
gleich zur Luteal phase eine finffach hohere Konzentration an IL-13 gemessen (AL-HARTHI
et a. 2000). Weiterhin wurde IL-18 in der Follikelfllissigkeit von Frauen nachgewiesen (CA-
LOGERO et al. 1998). In vitro-Perfusionsstudien an Ratten- und Kaninchenovarien haben
vermuten lassen, dass es eine wesentliche Rolle bel der Ausldsung der Ovulation spielt
(BRANNSTROM et al. 1993, TAKEHARA et al. 1994).

Bel der Maus konnten SIMON et al. (1994) IL-1f und den IL-1 Rt | immunhistologisch in der
interstitiellen Thekazellschicht des heranwachsenden Follikels nachweisen. Auch an der
Plasmamembran und im Zytoplasma der Oozyte zeigte sich ein intensives Signal fur den
IL-1Rt I. Die Expression der mRNA von IL-1 Ra wurde bei der Ratte mittels in situ-
Hybridisierung in zellwandnahen und antralen Granulosazellen sowie in Granulosazellen des
Cumulus oophorus lokalisiert (KOL et al. 1999). In préovulatorischen FollikelflUussigkeitsas-
piraten von Gonadotropin-stimulierten Frauen wurde die mRNA von IL-13, desIL-1 Rt | und
des IL-1 Ra nachgewiesen (HURWITZ et a. 1992). In der humanen Granulosa- und Theca-
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zellkultur wurde die mRNA von IL-1f und des IL-1 Ra jedoch unter Basalkonditionen nicht
exprimiert, daftr aber die mRNA des IL-1 Rt I. Der Zusatz von Forskolin, das Uber eine Ak-
tivierung der Adenylatzyklase zu einer Erhdhung des intrazelluldren CAMP fihrt, induzierte
ausschliefflich in den Granulosazellen IL-1B3-Transkripte, wéhrend der IL-1 Rt | in beiden
Zelltypen (Granulosa- und Thekazellen) exprimiert wurde; die Bildung von IL-1 Ra
Transkripten wurde in keinem der beiden Zelltypen induziert.

2212 Beziehungen von IL-1B zur Corpus luteum-Funktion

Neben seiner Bedeutung fur die Ovulation soll IL-1B auch bei der Umgestaltung des CL eine
regulatorische Funktion einnehmen, da es unter Zellkulturbedingungen — gemessen an der
Progesteronproduktion - eine Hemmung der Luteinisierung von murinen und porcinen Granu-
losazellen bewirkt hat (GOTTSCHALL et al. 1987, FUKUOKA et al. 1988).

Aufgrund der Komplexitét der zahlreichen Untersuchungen Uber die Wirkung von IL-1f (und
der in den Kap. 2.2.2.2 bis 2.2.10.2 behandelten Zytokine) im CL, sollen die bisher bekannten
Untersuchungsergebnisse im Folgenden in Abhangigkeit von der Untersuchungsmethode spe-
ziesvergleichend dargestellt werden. In der Literatur finden sich dazu Angaben aus Untersu-
chungen im Mikrodialyse- und Zellkultursystem, wobel u.a. Effekte auf die Progesteron-,
Ostrogen- oder Prostaglandinprodukion beobachtet wurden. Des weiteren erfolgt eine Eintei-
lung nach der angewendeten Nachweismethode (z.B. Immunhistologie, in situ-
Hybridisierung, PCR, Western Blot...).

I n vitro-Untersuchungen an mononukledren Zellen in Abhangigkeit vom Zyklus:
BOUMAN et al. (2001) wiesen bei der Frau in der Lutealphase eine im Vergleich zur Folli-
kelphase erhohte Anzahl IL-1 produzierender Makrophagen nach und bestétigten damit Er-
gebnisse von CANNON et al. (1985). POLAN et al. (1989/1994) fanden in peripheren Mono-
zyten wahrend der Lutealphase im Vergleich zur Follikel phase eine 3fach hohere Expression
der mRNA von IL-1B. Auch eine Inkubation mit physiologischen Progesteron- und Ostrogen-
konzentrationen fihrte zu einem Anstieg der mRNA-Expression. Im Plasma der Frau lief3en
sich alerdings keine Unterschiede in der Proteinkonzentration von IL-1p zwischen der Folli-
kel- und der Lutea phase nachweisen (AL-HARTHI et al. 2000).
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Nachweis der mRNA von IL-18im CL:

Unter suchungen beim Mensch:

In humanen Granulosaluteinzellen wurde die mMRNA von IL-13 mittels Northern Blot nachge-
wiesen, wobel die Expression bei einer Kulturdauer von 6 Stunden anstieg und tber 24 Stun-
den erhoht blieb; hCG hatte keinen Effekt auf die Expression (PIQUETTE et a. 1994), LH
fuhrte zu einer Aufregulierung der Expression (CHEN et al. 2000).

Unter suchungen beim Rind:

Die Expression der mRNA von IL-1B im bovinen CL wurde von PETROFF et a. (1999)
nachgewiesen. Allerdings ergab eine densitometrische Analyse keine Unterschiede in der Ex-

pressionsstarke wahrend der frihen, mittleren oder spaten L uteal phase.

Proteinexpression von IL-18im CL:

Unter suchungen beim Mensch:

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten ein positives Signal fur IL-1 und den
IL-1Rt1 in humanen Granulosaluteinzellen, wobei sich im Zytoprgparat enthaltene
Makrophagen negativ darstellten (PIQUETTE et al. 1994).

Untersuchungen beim Nager:

Immunhistologisch wurde ein ausgepréagt starkes Signal fur IL-183, den IL-1 Rt | und auch fur
IL-1o in Granulosaluteinzellen des sich neu formierenden CL der Maus nachgewiesen (SI-
MON et al. 1994).

Untersuchungen im Mikrodialysesystem:

Beim Pavian wurde nach Zufiihrung von IL-1( Uber einen Zeitraum von 12 Stunden wéhrend
der mittleren Luteal phase die Progesteronsynthese im CL gehemmt — bel zwei Versuchstieren
direkt nach Behandlungsbeginn, bei zwei weiteren erst gegen Ende der Behandlung (DA-
WOOD et a. 1997). Auch nach Abbruch der IL-1B-Zufuhr blieb die Progesteronsekretion
unterdriickt. Die Sekretion von PGF,, stieg wahrend und auch nach der Behandlung mit
IL-1B an.
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Effekte von IL-1/in der Lutealzellkultur im Hinblick auf die Progesteron- und Ostrogen-
synthese:

Untersuchungen beim Mensch:

Im CL sind unter Zellkulturbedingungen Uberwiegend Immunzellen fur die Produktion von
IL-1B verantwortlich, dain der leukozytenfreien Lutealzellkultur die Konzentration an IL-13
im Vergleich zu einer Mischkultur um die finffache Menge abfiel (CASTRO et al. 1998).

In der relativ reinen humanen Granulosaluteinzellkultur konnten WANG et a. (1991) keine
Wirkung von IL-1 auf die basale und hCG-stimulierte Progesteronproduktion zeigen.

Dagegen wurde bei Kokultivierung mit Leukozyten die basale und hCG-stimulierte Progeste-
ronproduktion von humanen Granulosaluteinzellen sowohl von IL-1f as auch von IL-1o
gehemmt (BEST & HILL 1995). Im gleichen System wurde die Synthese von Estradiol durch
IL-1B unterdrickt. Die Tatsache, dass durch IL-1f die Produktion von Estradiol und Pro-
gesteron nur in der Mischkultur und nicht in der leukozytenfreien Zellkultur gehemmt werden
konnte, l&sst auf eine indirekte Wirkung von IL-13 auf die luteale Steroidbiosynthese und die
Mitbeteiligung von Leukozyten, die aus dem CL stammen, schlief3en (KOHEN et al. 1999).
Davon abweichende Beobachtungen machten alerdings CHEN et al. (2000) und TAMURA
et a. (2000). In ihren Untersuchungen zeigte sich zunéchst der gegenteilige Effekt einer Sti-
mulation der basalen Progesteronproduktion der Granulosaluteinzellen. Dieser Effekt zeigte
sich nicht mehr bezlglich der LH-stimulierten Progesteronproduktion, die LH-stimulierte
Ostrogenproduktion wurde in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von BEST & HILL
(1995) gehemmt.

In der Lutealzellkultur von Affen hemmte IL-1f die hCG-stimulierte Progesteronsynthese
(YOUNG et al. 1997).

Unter suchungen beim Rind:

In der bovinen Lutealzellkultur, zeigte IL-1 nach einem Mediumwechsel innerhalb von 48
Stunden keinen Effekt auf die Progesteronkonzentration (NOTHNICK & PATE 1990). Eine
langere Exposition von IL-1B Uber 78 Stunden fihrte zu einer Hemmung der Progesteron-
synthese (TOWNSON & PATE 1994).

Unter suchungen beim Schwein:

Beim Schwein wurde sowohl die basale al's auch hCG-stimulierte Progesteron- und Ostrogen-
produktion in kleinen und grof3en Lutealzellen ohne Kokultivierung mit Immunzellen durch
IL-1 inhibiert, im Vergleich zu TNF-o. war die Wirkung jedoch weniger stark ausgepragt
(PITZEL et a. 1993). Die hemmende Wirkung von PGF,, und Oxytocin (OXT) auf die Pro-
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gesteronsynthese und die stimulierende Wirkung beider Substanzen auf die Ostrogenproduk-
tion wurde durch IL-1 weiter gesteigert. Dabel war die Wirkung von IL-1 auch in diesem Fall
schwécher als die von TNF-oo (PITZEL et al. 1993). In wieweit in diesen Untersuchungen
IL-1o oder IL-1f zur Anwendung kamen, geht aus den gemachten Angaben nicht hervor.
Untersuchungen beim Nager:

In der Lutealzellkultur von mit PM SG/hCG-geprimten Ratten resultierte die Behandlung mit
IL-1B8 in einem 65-86 %igen Abfall der Progesteronproduktion (HURWITZ et a. 1997).
KASSON & GOROSPE (1989) beobachteten eine durch IL-1B verursachte Hemmung der
FSH-stimulierten Progesteron- und Ostrogenproduktion sowie eine Hemmung der Induktion
von LH/hCG-Rezeptoren in Granulosazellen der Ratte. Auch die durch Forskolin induzierte
Sekretion von Ostradiol wurde durch IL-1B unterdriickt, so dass IL-1B seine Wirkung Uber
das Second-Messenger-System der Adenylatzyklase/cCAMP auszuiben scheint (GOTT-
SCHALL et a. 1989).

Effektevon IL-14in der Lutealzellkultur auf die Prostaglandinsynthese:

Unter suchungen beim Primaten:

Beim Affen stimulierte IL-1B die PGF,,-Produktion ausschliefdlich in Lutealzellen, die wah-
rend der mittleren und spéten Lutealphase gewonnen worden waren; dieser Effekt wurde
durch die Zugabe von hCG gehemmt (Y OUNG et al. 1997).

In der humanen Granulosazellkultur wurde die Synthese von PGF,, und PGE; durch IL-1(3
stimuliert und durch gleichzeitige Zugabe von Indomethacin gehemmt (WATANABE et al.
1993).

NARKO et al. (1997) zeigten, dass die durch IL-1f stimulierte PG-Synthese in der humanen
Granulosaluteinzellkultur Gber eine Expression der Cyclooxygenase-2 (Cox-2) - dem limitie-
renden Enzym fir die Synthese von Arachidonsdure zu Prostaglandinen - verléuft, da die Ex-
pression der entsprechenden mRNA durch IL-1p gesteigert wurde. Diese Wirkung von IL-13
konnte durch hCG und Cycloheximid (Inhibitor der Proteinsynthese) noch weiter gesteigert
werden. In der gleichen Studie wurde eine zeit- und dosisabhangige Aufregulierung des
PGF,,-Rezeptors (FP) durch IL-18 und auch durch hCG gezeigt. Dabel konnte die Induktion
der Expression der mRNA von PGE,-Rezeptoren (EP2- und EP4-Rezeptor) durch IL-13 ge-
zeigt werden (NARKO et a. 2001).
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Unter suchungen beim Rind:

Auch in der bovinen Luteadzellkultur stimulierte IL-13 die Prostaglandinsynthese
(NOTHNICK & PATE 1990). Dariber hinaus wurde Uber ene von der
Progesteronkonzentration abhéangigen Wirkung von IL-13 auf die Prostaglandinsynthese
berichtet, d.h. Progesteron unterdriickte die basale und die durch IL-1B stimulierte
Prostaglandinsynthese. Der durch den Zusatz von IL-1B verursachte Anstieg von 6-keto-
PGF1,, PGE; und PGF,, im Kulturmedium wurde durch Indomethacin (Inhibitor der PG-
Biosynthese bzw. der Cyclooxigenase), jedoch nicht durch Iloprost (synthetisches Analogon
zu Prostazyklin) gehemmt. Auch DEL VECCHIO & SUTHERLAND (1997) berichteten Uiber
eine Hemmung der IL-1B-stimulierten Synthese von PGF,,, und PGE; durch Indomethacin in
der bovinen Lutealzellkultur. Cycloheximid, Actinomycin D, Aristolochiasdure (Inhibitor der
Phospholipase A, PLA>) und Compound 48/80 (Inhibitor der Phospholipase C, PLC) fuhrten
zu einer kompletten Hemmung der durch IL-1f stimulierten PGF,,-Produktion in der bovinen
Luteazellkultur (TOWNSON & PATE 1994). Die Zugabe von Arachidonsdure stellte die
stimulierende Wirkung von IL-13 auf die Prostaglandinsynthese in den mit Compound 48/80
behandelten Zellen, - nicht jedoch in den mit Aristolochiasédure behandelten Zellen - wieder
her, so dass die Phospholipase A, der zentrae Regelfaktor bei der Synthese der IL-1
stimulierten Prostaglandinsynthese zu sein scheint. Die Autoren folgerten aus diesen
Ergebnissen, dass,,in vivo" I1L-1B die Regression des CL férdern kénnte.

Unter suchungen beim Schwein:

PITZEL et a. (1993) konnten einen durch IL-1 bedingten Anstieg der inhibitorischen Wir-
kung von PGF,, und OXT auf die Progesteronsynthese von in Kultur gehaltenen porcinen
Granul osal uteinzellen nachweisen.

In der LH-stimulierten porcinen Granulosazellkultur kam es unter der Wirkung von IL-1 zu
einem intra und extrazellularen Abfall von cAMP (FUKUOKA et al. 1989). Auch der
Forskolin-stimulierte Anstieg von cAMP wurde durch IL-1 gehemmt, so dass IL-1 in der La-
geist, die Adenylatzyklaseaktivitét direkt zu hemmen. Die durch Butyryl-2-cAMP-stimulierte
Progesteronsekretion wurde durch IL-1 jedoch nicht gehemmt, so dass dieses Zytokin im
Hinblick auf die Progesteronproduktion in Regelmechanismen eingreift, die proximal des
CAMP-Messenger-Systems lokalisiert sind und die Produktion von cAMP nicht direkt

beinflussen.
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Unter suchungen beim Nager:

In Zellsuspensionen aus dem Ovar der Ratte kam es unter der Einwirkung von IL-13 zu einem
dosisabhangigen Anstieg von Prostaglandinen, bel dem die gemessene Konzentration von
PGE; hoher war as digjenige von PGF,, (KOKIA et a. 1992). Dabei zeigte sich, dass eine
heterologe, durch eine interzelluldre Membran getrennte (kontaktunabhangig) Zell-zu-Zell-
Interaktion an der Auslésung dieser Effekte beteiligt ist, daisolierte Granulosa- bzw. Theka-
zellkulturen unter der Einwirkung von IL-1B deutlich geringere Anstiege der PGE,-
K onzentrationen aufwiesen.

Eine Exposition PM SG-stimulierter Granulosazellen der Ratte mit IL-1B flhrte zu einer Re-
duktion des Plasminogenaktivators (PA) um 30 % und zu einem signifikanten Anstieg des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitortyp 1 (PAI-1), was von einem siebenfachen Anstieg von PGE
begleitet wurde (HURWITZ et a. 1995). Diese Effekte wurden durch Zugabe des IL-1 Ra
unterbunden, so dass es sich anscheinend um eine spezifische rezeptorvermittelte Antwort
handelt. Indomethacin (Inhibitor der Prostaglandinsynthese) und TGF-B1 (besitzt eine regu-
lierende Wirkung auf 1L-1) fuhrten zu einem Abfall der IL-1B-stimulierten PGE-Synthese,
beide Substanzen konnten jedoch das PA-System nicht beeinflussen. In einer weiterfihrenden
Untersuchung verlief der durch IL-1B-induzierte zwei- bis dreifache Anstieg von PGE in der
Lutealzellkultur von PMSG/hCG-geprimten Ratten simultan zu einem Abfall der Progeste-
ronkonzentration (HURWITZ et a. 1997). Ferner zeigte sich ein Anstieg der PGF,,-
Konzentration um 70 % und ein zwei- bis dreifacher Anstieg von Stickstoffmonoxid (NO).
Auch diese Effekte wurden durch Hinzufligen eines IL-1 Ra aufgehoben. Die Synthese von
PGE und PGF,,, sowie die basal gemessene Progesteronkonzentration, nicht jedoch der durch
IL-1B induzierte Abfall der Progesteronkonzentration, wurden durch Zugabe von Indometha
cin unterdrickt. Sowohl die basalen Progesteron- und PGE-Konzentrationen als auch der
IL-1B-induzierte Anstieg von PGE wurde durch NC-Nitro-L-Arginin, - einem kompetitiven
Inhibitor der Nitritsynthese -, gehemmt. Der IL-1B-induzierte Abfall der Progesteronkon-
zentration blieb davon jedoch unbeeinflusst. Des weiteren wurde die IL-13-stimulierte Syn-
these von PGE und NO durch TGF-B1 gehemmt, die IL-1B3-induzierte Hemmung der Pro-
gesteronproduktion wurde dadurch jedoch ebenfalls nicht beeinflusst. Die Autoren schlief3en
daraus, dass NO, PGF,,, und PGE nicht obligatorisch als Vermittler bei der IL-1B-induzierten
Hemmung der Progesteronsynthese auftreten, NO jedoch eine regulierende Wirkung bei der
PGE-Biosynthese besitzen konnte.
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Die Expression des EP2-Rezeptors wurde wie beim Mensch (s.0.) auch im murinen CL nach-
gewiesen (NARKO et al. 2001).

Untersuchungen zu zytotoxischen Effekten von IL-1/41n der Lutealzellkultur:

Unter suchungen beim Rind:

Beim Rind zeigte der Zusatz von IL-1B alein und in Kombination mit TNF-o. oder IFN-y
keine zytotoxischen Effekte auf bovine Lutealzellen (BENYO & PATE 1992).

Unter suchungen beim Schwein:

In der Granulosazellkultur beim Schwein stimulierte IL-1 das Zellwachstum, zytotoxische
Effekte zeigten sich nicht (FUKUOKA et al. 1989).

Unter suchungen beim Nager:

Die Resultate bei der Maus (JO et a. 1995) decken sich mit den Beobachtungen von BENY O
& PATE (1992) beim Rind (s.0.).

Bel der Ratte kam es durch IL-1p zu einer zeitabhangigen morphologischen Veranderung von
Zellsuspensionen aus dem Ovar, welche sich in einer irreversiblen Ablésung der Zellen vom
Boden der Kulturschale bemerkbar machte und zum Zelltod fuhrte (HURWITZ et a. 1992).

Expression desIL-1 Rt 1 unddeslL-1Ra:

Untersuchungen beim Mensch:

Im in vitro-Ansatz mit Granulosaluteinzellen war die Expression der mRNA des IL-1 Rt |
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden konstant und wurde durch Zugabe von IL-13 um das
Zweifache erhoht (PIQUETTE et al. 1994).

Bei Kokultivierung humaner Lutealzellen mit Leukozyten resultierte die Behandlung mit ei-
nem monoklonalen Antikdrper gegen den IL-1 Rt | in einem 2,5fachen Anstieg der hCG-
stimulierten Progesteronsynthese (KOHEN et al. 1999). Immunhistologisch wurde der
IL-1 Rt | und der IL-1 Rain der Zellmembran von Lutealzellen und Immunzellen nachgewie-
sen. DurchfluRzytometrische Untersuchungen mit leukozytenfreien Lutealzellkulturen und
Mischkulturen zeigten die Expression des IL-1 Rt | und bestétigten somit die immunhistol ogi-
schen Ergebnisse. Im Northern Blot konnte die mRNA eines 5,1 kb grof3en IL-1 Rt I-
Transkriptes im CL der frihen, mittleren und spéten L uteal phase nachgewiesen werden. Un-
tersuchungen mittels RT-PCR zeigten die Expression der IL-1 Rt | mRNA in Zellen der leu-
kozytenfreien Lutealzellkultur und der Leukozyten-Mischkultur. Diese Ergebnisse verdeutli-
chen, dassim CL die Expression des|L-1 Rt I-Genes stattfindet.
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Unter suchungen beim Nager:

Mittels RT-PCR und in situ-Hybridisierung konnte im CL der Ratte im Verlauf der Lu-
teal phase nur eine schwache Expression der mRNA des|L-1 Rt | und desIL-1 Ra nachgewie-
sen werden (WANG et al. 1997). Immunhistologisch zeigte sich in Granulosalutealzellen des
sich neu formierenden CL der Maus ein starkes Signal fur den IL-1 Rt | (SIMON et al. 1994).

Zusammenfassung:

Die Effekte von IL-1B auf Lutealzellen fallen in Abhéngigkeit von der untersuchten Spezies
z.T. unterschiedlich aus. So scheint IL-13 beim Nager und beim Schwein die Progesteron-
und Ostrogenproduktion in der Lutealzellkultur ausgepragt zu hemmen, wahrend beim Rind
diese Effekte nur nach einer langeren Exposition auftreten und beim Mensch die Kokultivie-
rung der Lutealzellen mit Leukozyten essentiell zu sein scheint. Bel allen Spezies, die unter-
sucht wurden, scheint IL-1B in der Lutealzellkultur eine stimulierende Wirkung auf die
Prostaglandinsynthese zu besitzen. Beéim Rind, Schwein und Nager wurden unter der Wir-
kung von IL-1B alleine keine zytotoxischen Effekte auf Lutealzellen nachgewiesen. Die
mMRNA von IL-1f wurde bisher im CL von Mensch und Rind nachgewiesen. Beim Mensch
und Nager wurde ein immunhistologisches Signal fur IL-1 in den Granulosaluteinzellen des
sich neu formierenden CL gezeigt. Der Nachweis des IL-1 Rt und des IL-1 Ra (Mensch, Rat-

te) im CL weist auf ein komplexes regulatorisches System hin.
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222 Interleukin-2 (1L-2)

2221 Allgemeine Bedeutung von IL-2 im Immunsystem

Interleukin-2 (IL-2), das Uberwiegend von aktivierten T-Zellen gebildet wird und von MOR-
GAN et a. (1976) erstmals as T-Zellwachstumsfaktor beschrieben wurde, ist ein Glykopro-
tein, das abhéngig von der Spezies ein Molekulargewicht von 15 kD (humanes IL-2) bis 30
KD (murines|L-2, GILLIS et al. 1982 und canines IL-2, DAEMEN et al. 1983/84) aufweist.
Die cDNA von caninem IL-2 wurde von DUNHAM et al. (1995) und KNAPP et a. (1995)
kloniert und sequenziert. Sie ist 653 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen,
der 155 Aminosduren kodiert. Das Protein zeigt eine Homologie von 90 % zu felinem, 86 %
Zu humanem, 84% zu equinem, 76% zu murinem und 75 % zu bovinem IL-2.

Nach Antigenexpression auf Makrophagen und der damit verbundenen Freisetzung von IL-1,
oder aber auch durch direkte Lektinwirkung, erfolgt die Aktivierung vorwiegend von Thl-
Zellen (MOSMANN et a. 1986), was zur Expression von |L-2-Rezeptoren auf der Zellober-
flache der aktivierten T-Zellen und zur Freisetzung von IL-2 fuhrt (CANTRELL & SMITH,
1984). Dies bewirkt die Expression von IL-2-Rezeptoren auf weiteren T-Zellen und deren
Proliferation, aber auch die Proliferation von B-Zellen und NK-Zellen sowie einen Anstieg
der zytotoxischen Aktivitét von Monozyten. Der hochaffine IL-2 Rezeptor besteht aus 3 ver-
schiedenen Ketten (o, B und 7), wobei 1L-2RBy-Heterodimere I1L-2 binden und dadurch die
transmembrandre Signaltransduktion vermitteln. Der IL-2Ro erhdht die Affinitdt des Rezep-
torsfir IL-2, ohne dabei eine Signal Ubertragung zu bewirken.

Des weiteren kann IL-2 die Synthese von IFN-y sowie TNF-3 stimulieren und die Sekretion
von IFN-y durch NK-Zellen in Synergie mit IL-12 induzieren.

Beim Menschen konnte IL-2 zwar nicht in der Follikelflissigkeit nachgewiesen werden (CA-
LOGERO et al. 1998), jedoch im Kulturtiberstand von humanen Granulosazellen, wobei die
Konzentration von IL-2 durch hCG regulierbar zu sein scheint (ORVIETO et a. 1997).
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Beziehungen von IL-2 zur Corpus luteum-Funktion

Untersuchungen im Plasma und an mononukledren Zellen (in vitro):

Bei Frauen mit Fertilititsproblemen ungeklarter Atiologie konnten BRANNSTROM et al.
(1999) keine Unterschiede im Verlauf der Konzentrationen von IL-2 im Plasma wahrend des
Zyklus feststellen. Auch aktivierte NK-Lymphozyten aus der Lutealphase und der Follikel-
phase der Frau zeigten keine Unterschiede in der IL-2-Produktion (BOUMAN et al. 2001).

Nachweis der mRNA von IL-2 im CL:
Im bovinen CL konnte die Expression der mRNA von IL-2 und des IL-2R mittels RT-PCR
bisher nicht nachgewiesen werden (PETROFF et al. 1999).

Effekte von IL-2 in der Lutealzellkultur im Hinblick auf die Progesteron- und
Ostrogensynthese:

Die Wirkung von IL-2 im in vitro Versuch auf die ovarielle Steroidbiosynthese wird kontro-
vers diskutiert.

Unter suchungen beim Mensch:

Die hCG-stimulierte (jedoch nicht die basale) Progesteronsynthese von in der Kultur gehalte-
nen humanen Granulosaluteinzellen wurde durch humanes rekombinantes IL-2 gehemmt,
jedoch stimulierten IL-2-haltige Zellkulturtberstande die basale Progesteronsekretion sowie
die Zellproliferation, so dass WANG et al. (1991) annehmen, dass noch andere Mediatoren im
Uberstand der verwendeten Zellinie vorhanden waren. Humanes rekombinantes |L-2 hemmte
die durch Forskolin (s.0.) stimulierte Progesteronproduktion, jedoch ging dieser Effekt nicht
wie erwartet mit einer abfallenden Konzentration an CAMP einher, so dass die Signaltrans-
duktion von IL-2 distal des cCAMP-Messenger-Systems ansetzen dirfte (WANG et al. 1991).
In einer Primarkultur, die Uberwiegend humane Granulosaluteinzellen enthielt, betraf die pro-
liferative Wirkung von IL-2 eher die Leukozyten als die Granulosaluteinzellen, so dass mdg-
licherweise auch auf eine indirekte Wirkung auf Granulosaluteinzellen Uber zytokinaktivierte
L eukozyten geschlossen werden kann (WANG et al. 1995).

Unter suchungen beim Schwein:

In der porcinen Lutealzellkultur konnten TEKPETEY & ARMSTRONG (1991) keine Wir-
kung von IL-2 auf die Progesteronsynthese nachweisen, wahrend PITZEL et al. (1993) eine
durch IL-2 bedingte Hemmung der basalen und hCG-stimulierten Progesteron- und Ostrogen-
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sekretion in kleinen und grof3en porcinen Luteal zellen beschrieben, die aber im Vergleich zur
Wirkung von TNF-o. weniger stark ausgeprégt war. In der gleichen Arbeit wird berichtet, dass
die hemmende Wirkung von PGF,, und OXT auf die Progesteronsynthese und die stimulie-
rende Wirkung beider Substanzen auf die Ostrogenproduktion durch IL-2 verstarkt wird; al-
lerdings war die Wirkung von IL-2 auch hier schwacher ausgeprégt als jene von TNF-o..
Auch FUKUOKA et al. (1988) beschrieben eine hemmende Wirkung von IL-2 auf die LH-
stimulierte Progesteronsynthese in Granul osazellen des Schweines.

Untersuchungen beim Nager:

Bel Lutealzellen, die aus dem CL vom Kaninchen isoliert wurden, konnten CHUDASKA &
SCHLEGEL (1993) weder eine Veranderung in der Progesteron- noch in der Prostaglan-
dinproduktion (PGE, und PGF,,) nach Zugabe von IL-2 zum Kulturmedium beobachten.

Fir die Ratte liegen widerspriichliche Ergebnisse vor. So berichten KASSON & GOROSPE
(1989) uber eine Erhohung der FSH-stimulierten Progesteronproduktion von Granul osazellen
nach Zusatz von IL-2, wahrend GOTTSCHALL et al. (1988) eine hemmende Wirkung von
IL-2 auf die FSH-stimulierte Progesteronsynthese in der Granulosazellkultur beobachteten. In
den Untersuchungen von KASSON & GOROSPE (1989) wurde die FSH-stimulierte Ostro-
gensynthese und die Induktion des LH/hCG-Rezeptors von IL-2 nicht beeinflusst.

2.2.3 Interleukin-4 (IL-4)

2231 Allgemeine Bedeutung von IL-4 im Immunsystem und Wirkung im Repro-
duktionssystem

IL-4 ist ein Zytokin mit einem Molekulargewicht von ca. 20 kD, das vorwiegend von Th2-
Lymphozyten produziert wird. Esist an der Stimulierung und dem ,,Klassenswitch* (Wechsel
der Immunglobulinklasse z.B. von IgM zu 1gG im Zuge einer aktiven Immunisierung) von B-
Zellen, sowie der Induktion der Antikorperproduktion beteiligt. IL-4 wirkt als Wachstums-
und Differenzierungsfaktor fur Th2-Zellen und inhibiert infolgedessen die Differenzierung
des Thl-Zelltyps (KELSO 1995) sowie die Makrophagenaktivierung und die Produktion von
IL-1 und IFN-y.

Die cDNA von caninem IL-4 wurde von VAN DER KAAIJ et a. (1999) kloniert und sequen-
ziert. Sie ist 399 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen, der 132 Amino-
sauren kodiert. Die Ubereinstimmung in der Nukleotidsequenz betragt im Vergleich zur Katze
88 %, zum Rind 74 %, zum Menschen 57 % und zur Maus 50 %. Das Protein zeigt eine Ho-
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mologie von 81 % zu felinem, 61 % zu bovinem, 40 % zu humanem und 32 % zu murinem
IL-4.

Die Signaltransduktion erfolgt durch Bindung von IL-4-Dimeren an den IL-4 Rezeptor, wo-
durch rezeptorassoziierte Tyrosinkinasen aktiviert werden.

Beim Menschen wurde das Protein von IL-4 in der Follikelflissigkeit nicht nachgewiesen
(CALOGERQO et al. 1998), jedoch die mRNA in Zellen des Cumulus oophorus (PICCINNI et
al. 2001). T-Zellklone, die aus der Dezidua von Frauen mit ungeklarten rezidivierenden Abor-
ten gewonnen wurden, produzierten in-vitro signifikant niedrigere IL-4 Konzentrationen als
T-Zellklone, die aus der Dezidua normaler Schwangerschaften oder aus dem Endometrium
von nichtgraviden Frauen gewonnen wurden (PICCINNI & ROMAGNANI 1996). Die Auto-

ren folgerten daraus, dass IL-4 das Uberleben und das Wachstum des Fetus fordern konnte.

2232 Beziehungen von IL-4 zur Corpus luteum-Funktion

Bel der Frau wurden keine Unterschiede in der IL-4-Konzentration im Plasma zwischen der
Follikel- und Lutealphase festgestellt (AL-HARTHI et al. 2000). Auch aus dem peripheren
Blut gewonnene aktivierte NK-Lymphozyten wiesen in den beiden Phasen keine Unterschie-
de in der Produktion von IL-4 auf (BOUMAN et al. 2001); jedoch stieg die Produktion von
IL-4 in den Gesamtleukozyten in der Lutealphase an (FAAS et al. 2000).

Im Vergleich zu in-vitro Kulturen mit Lutealzellen aus Corpora lutea nicht-gravider Frauen,
die mit mononukledren Blutzellen kokultiviert wurden, war die Produktion von IL-4 bei Zell-
kulturen aus CL gravider Frauen erhoht. HASHII et al. (1998) schlief3en daraus, dass IL-4 bei
der Transformation des CL zyklikum zum CL graviditatis und an der Aufrechterhaltung der
CL-Funktion wahrend der Schwangerschaft beteiligt sein konnte. Die Progesteronsynthese
wurde durch Zusatz von IL-4 zur LutealzelIkultur gesteigert.

Weiterhin zeigte sich, dass der Zusatz von IL-4 nur in der leukozytenarmen Granul osalutein-
zellkultur und nicht in den mit Leukozyten kokultivierten Granulosaluteinzellen die Aktivitét
der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase (113-HSD) steigern konnte (EVAGELATOU et al.
1997).
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224 Interleukin-6 (IL-6)

2241 Allgemeine Bedeutung von IL-6 im Immunsystem und Wirkung im Repro-
duktionssystem

IL-6 ist ein etwa 26 kD schweres, multifunktionelles Zytokin und wird auf3er von Makropha-
gen und aktivierten T-Zellen auch von zahlreichen anderen Zelltypen, wie z.B. Fibroblasten,
Mastzellen, Endothelzellen oder Epithelzellen sezerniert (KISHIMOTO et a. 1995, AKIRA
et a. 1990).

IL-6 wurde ursprunglich als Faktor identifiziert, der die endgultige Reifung von B-Zellen zu
antikorperproduzierenden Zellen herbeifihrt (HIRANO et a. 1986). Nachfolgende Studien
zeigten, dass IL-6 auch die T-Zellaktivierung und die Expression von Akute-Phase-Proteinen
auf der Zelloberflache von Hepatozyten induziert sowie das Zellwachstum und die Reifung
von hamatopoetischen Vorlauferzellen stimuliert (VAN SNICK 1990). IL-10/B, TNF-o. und
Lipopolysaccharid (LPS) sind potente Induktoren der IL-6 Sekretion.

Die komplette cDNA von caninem IL-6 wurde von KUKIELKA et a. (1995) kloniert und
sequenziert. Sie ist 1104 Basenpaare lang und besteht aus einer 57 Nukleotide langen
5 -untrandatierten Region, gefolgt von einen offenen Leserahmen mit einer Lange von 621
Basenpaaren und einer 3"-untranslatierten Region von 426 Basenpaaren. Der offene Leserah-
men beginnt mit dem Startcodon AUG an Position 58 und endet mit dem Stopcodon an der
Position 679. Die Lange der 3 -untrand atierten Region von caninem IL-6 ist dhnlich zu derje-
nigen von humanem, porcinem und murinem IL-6. In dieser Region wurden 5 Kopien des
Pentamers AUUUA entdeckt, welche die Fahigkeit besitzen soll, die Stabilitét der mRNA zu
reduzieren und den nukledren Transport zu beschleunigen. Die komplette cDNA von IL-6
kodiert ein Protein mit einer Léange von 207 Aminosduren und zeigt eine Homologie von
60 % zu humanem und 70 % zu porcinem IL-6.

Die Signaltransduktion von IL-6 erfolgt durch die Bindung an seinen Rezeptor (IL-6 R), was
eine nachfolgende Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors selbst und seiner assoziierten Un-
tereinheit (gpl30) bewirkt, welche wiederum die Aktivierung von Proteinen der ,, Janus-
Kinase-Familie® (JAK1, JAK2, TYK2) mit nachfolgender Phosphorylierung des , Signal
Transducer and Activator of Transcription-3* (STAT3) zur Folge hat (IHLE & KERR 1995).
Aktiviertes STAT3 bildet daraufhin Homo- und/oder Heterodimere, die in den Nukleus trans-
lozieren und durch Interaktion mit spezifischen ,, Response Elements* der DNA die Transkrip-

tion von Zielgenen fr IL-6 regulieren (z.B. c-fos, junB).
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Eine weitere Kaskade der Signaltransduktion von IL-6 lauft Gber die Aktivierung der MAPK
(= Mitogen Activated Protein Kinase) und des nukledren Transkriptionsfaktors (NF)-1L-6, der
zusammen mit dem NF-xB fur die Aktivierung des IL-6 Promotors erforderlich ist und eine
hohe Homologie zu C/EBP (spezifischer Transkriptionsfaktor der Leber) aufweist (AKIRA et
al. 1990).

Die Tatsache, dass im Ovar von C/EBP-defizienten Mausen keine CL mehr gebildet werden,
spricht fur eine wesentliche Rolle dieses Transkriptionsfaktors an der endgultigen Differen-
zierung von Granulosa- zu Luteadzellen (STERNECK et al. 1997). Weiterhin berichteten
RAY et al. (1997), dass Ostrogene starke Repressoren von IL-6-produzierenden uterinen
Stromazellen sind und der Ostrogenrezeptor direkt mit NF-1L-6 und NF-xB interagieren kann,
indem er die Bindung derselben an die DNA unterbindet.

Auch die bei der Frau gemachte Beobachtung, dass IL-6 in Proben aus Zervikovaginallavagen
der Follikelphase im Vergleich zur Lutealphase eine flnffach hthere Konzentration aufwies,
weist auf die Bedeutung von IL-6 fir das endokrine System hin (AL-HARTHI et a. 2000).
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass IL-6 einen Einfluss auf das Wachstum von Zellen des
Endometriums austibt (TABIBZADEH et al. 1989) und an der Stimulierung der Sekretion der
Hormone ACTH, PRL, GH und LH aus der Adenohypophyse beteiligt ist (SPANGELO et al.
1989).

Sowohl Sertoli- as auch Leydigzellen besitzen die Fahigkeit unter Zellkulturbedingungen
IL-6 zu produzieren (OKUDA et al. 1994), wobei IL-6 die Expression von ,Early Genes* in
den Sertolizellen reguliert (JENAB & MORRIS et a. 1997) und in den Leydigzellen die Pro-
duktion von Steroidhormonen downreguliert (HALES et al. 1999).

Ferner wurde eine Beteiligung von IL-6 an infektitsen Erkrankungen des weiblichen Repro-
duktionstraktes nachgewiesen. Es wurde in hohen Konzentrationen in der Follikelfllssigkeit
von Frauen, die am ovariellen Hyperstimulationssyndrom (OHSS) litten, nachgewiesen
(BUYALOS et a. 1992, LORET DE MOLA et a. 1996). CALOGERO et al. (1998) wiesen
bei Frauen mit einer immunologisch bedingten Infertilitét erhdhte Konzentrationen von IL-6
in der Follikelflissigkeit nach. MOTRO et al. (1990) konnten eine transiente Expression der
MRNA von IL-6 in zwei sich selbst limitierenden angiogenen Prozessen — der Ausbildung des
Gefdl3systems wahrend der Follikulogenese und der Bildung des kapillaren Netzwerks der
maternalen Dezidua wahrend der Implantation des Embryos — nachweisen. Diese Beobach-
tungen und der Nachweis der Expression von IL-6 in Endothelzellen in der Phase der Vasku-

larisierung sprechen fir eine Bedeutung dieses Zytokins auch in der Angiogenese.
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2242 Beziehungen von IL-6 zur Cor pus luteum-Funktion

Untersuchungen im Plasma:

Die Konzentration von IL-6 im Blut war bei der Frau in der Lutealphase niedrig; eine ver-
gleichsweise hohe Konzentration wurde nur kurz vor der Ovulation gemessen, wahrend die
l6gliche IL-6 R-Konzentration im Verlauf des Zyklus konstant blieb (ANGSTWURM et al.
1997). Bei Frauen mit Infertilitatsproblemen ungeklarter Atiologie konnten AL-HARTHI et
al. (2000) sowie BRANNSTROM et al. (1999) keine Unterschiede in der Plasmakonzentrati-
on von IL-6 wahrend des Zyklus feststellen.

Expression der mRNA von |L-6:

Untersuchungen beim Menschen:

KECK et a. (1998) wiesen die Expression der mRNA von IL-6 in Granul osaluteinzellen vom
Menschen mittels In situ-Hybridisierung und RT-PCR nach. Nach MACHELON et al.
(19944) fielen die Hybridisierungssignale von IL-6 in der humanen Granulosazellkultur nach
einer Kulturdauer von 24 Stunden stérker aus als nach 72 Stunden, was darauf hindeutet, dass
die IL-6 Biosynthese transient induziert wird.

Unter suchungen beim Nager:

Die mRNA von IL-6 wurde im CL der Ratte im Verlauf der Graviditdt nur schwach expri-
miert; direkt nach der Geburt war jedoch ein starker und abrupter Anstieg der mRNA Expres-
sion nachweisbar war (TELLERIA et al.1998). Wahrend der Graviditét konnte die Expression
von |L-6 durch eine Behandlung (Injektion) mit LPS induziert werden.

In der Lutealzellkultur gravider Ratten (Tag 15) zeigte sich dagegen ein spontaner, zeitabhan-
giger Anstieg der Expression der IL-6 mRNA, die unter der Wirkung von Progesteron und
des Glukokortikoidanalogons, Dexamethason, einen starken, konzentrationsabhangigen Ab-
fall zeigte (TELLERIA et a. 1998); Estradiol-17p hatte nur einen minimal hemmenden Ef-
fekt, Prolaktin hatte keinen Effekt.
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Proteinexpression von I L-6:

Untersuchungen beim Menschen:

Immunhistologisch wurde ein intensives Signal fir IL-6 im CL sowie in luteinisierten Granu-
losazellen aus Follikelfllssigkeitsaspiraten nachgewiesen (LORET DE MOLA et a. 1996).
Auch humane Granulosaluteinzellen zeigten ein intensives immunzytochemisches Signal fur
IL-6 und in Kulturtiberstanden wurde IL-6 Protein mittels ELISA nachgewiesen (KECK et a.
1998). Dessen Konzentration nahm nach einer Kulturdauer von 72 Stunden ab (MACHELON
et al. 1994a).

Untersuchungen bei der Ratte:

In der Lutealzellkultur von graviden Ratten (Tag 15) zeigte sich ein spontaner, zeitabhangiger
Anstieg der Expression des IL-6 Proteins, wobei grof3e und kleine Lutealzellen IL-6 sezernier-
ten (TELLERIA et a.1998).

Untersuchungen in der Zellkultur:

Da die Luteinisierung schon wahrend der Ovulation mit der Organisation einer Neovaskulari-
sierung beginnt und IL-6 zu diesem Zeitpunkt nachgewiesen wurde und dieses Zytokin zudem
als angiogener Faktor bekannt ist (s.0.), wurde vermutet, dass IL-6 in der frihen Luteal phase
die Angiogenese fordern konnte (MOTRO et al. 1990, VINATIER et al. 1995).

Zahlreiche Untersuchungen befassen sich mit dem Vorkommen und der Wirkung von IL-6 in
praovul atorischen Follikeln und in der hormonstimulierten Granul osazel Ikultur.

Unter suchungen beim Mensch:

MACHELON et a. (1994a) zeigten, dass in préovulatorischen Follikeln der Frau IL-6 von
Granulosazellen produziert wird und dass es unter Kokultivierung der Granulosazellen mit
Makrophagen sowohl die basale und hCG-stimulierte Progesteronsynthese als auch die basale
und FSH-stimulierte Aromataseaktivitét steigern konnte; in Makrophagen-freien Kulturen
wurden diese Effekte nicht beobachtet.

IL-6 hemmte konzentrations- und zeitabhangig die Ostrogenproduktion in der FSH-
stimulierten und unstimulierten humanen Granulosazellkultur; auch die Progesteronsekretion
in der FSH-stimulierten Zellkultur wurde gehemmt (SALMASSI et a. 2001). Auch KECK et
a. (1998) beobachteten in humanen Granulosaluteinzellkulturen eine Hemmung der hCG-
stimulierten Progesteronproduktion durch IL-6. In wiefern in den Untersuchungen von SAL-
MASSI et a. (2001) und KECK et al. (1998) kokultivierte Makrophagen an den Effekten be-

teiligt waren, kann nicht geklart werden.
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Nach Zusatz von IL-6 zur humanen Granul osal uteinzelIkultur stieg die Aktivitét der 113-HSD
in An- und Abwesenheit von kokultivierten Leukozyten an (EVAGELATOU et a. 1997).

Unter suchungen beim Rind:

In Konzentrationen von 0,1 bis 100 ng/ml (Maximum > 10 ng/ml) hemmte IL-6 die FSH-
stimulierte Ostrogenproduktion in der Kultur von bovinen Granulosazellen, die aus kleinen
Follikeln stammten, wahrend dhnliche Effekte in Granulosazellen, die aus grofien Follikeln
stammten, nur mit hoheren Konzentrationen an IL-6 (= 30 ng/ml) erreicht wurden (ALPIZAR
& SPICER 1994). Auch die Z€llproliferation von Granulosazellen aus kleinen Follikeln wur-
de durch IL-6 stérker gehemmt al's digjenige aus grof3en Follikeln.

Unter suchungen beim Schwein:

Anders als bei der Frau konnten beim Schwein die Granulosazellen nicht als eine Quelle der
IL-6 Produktion identifiziert werden. Zudem wirkte IL-6 inhibierend auf Differenzierungs-
prozesse, wie die durch FSH induzierte Aromataseaktivitét und die LH-Rezeptorexpression;
auch die Progesteronproduktion wurde gehemmt (MACHELON et al. 1994b). In der porcinen
Lutealzellkultur hatte IL-6 keinen Einfluss auf die basale und die hCG-stimulierte Progeste-
ron- und Ostrogensekretion (PITZEL et a. 1993).

Untersuchungen beim Nager:

Anaog zur Situation bei der Frau (s.0.) bewirkte IL-6 auch bei der Ratte eine Hemmung der
FSH- und hCG-stimulierten Progesteronproduktion von Granul osazel Ikulturen (GOROSPE et
al. 1992). TAMURA et a. (2000) berichten tber eine Hemmung der mRNA Expression der
Paso-Aromatase sowie der Ostrogenproduktion in der FSH-stimulierten Granulosazellkultur
der Ratte nach Zusatz von IL-6 bei einer Versuchsdauer von 72 Stunden.

Bei der in vitro-Differenzierung von Granulosazellen der Ratte wurde nach Applikation von
IL-6 ein Abfall der Expression der mRNA des LH-Rezeptors beobachtet; diese Wirkung wur-
de durch Zusatz eines Anti-IL-6-Antiserums aufgehoben (TAMURA et a. 2001). Nach 72
Stunden Kultivierungsdauer wurde der LH-vermittelte Anstieg von CAMP durch IL-6 signifi-
kant gehemmt. Der Zusatz eines neutralisierenden Anti-IL-6 Antikdrpers zur Granulosazell-
kultur fuhrte zu einem ausgeprégten Anstieg der mRNA Expression der Psso-Aromatase. Aus

diesem Befund sowie der Beobachtung, dass die FSH-vermittelte Freisetzung von IL-6 aus
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Granulosazellen durch IL-10/f stimuliert und durch 1FN-y unterdriickt wird, schlief3en GO-
ROSPE et al. (1992), dass die Granulosazellen Produktionsstétten von IL-6 sind.

Expression des|L-6 Rezeptors (IL-6 R und gp 130):

Unter suchungen beim Menschen:

KECK et a. (1998) wiesen die Expression des IL-6 R in humanen Granul osaluteinzellen mit-
tels RT-PCR nach. SALMASSI et al. (2001) konnten mit Hilfe der Immunzytochemie den
IL-6 R und den Signaltransducer gpl30 auf der Zelloberflache von humanen Granulosazellen
darstellen.

Untersuchungen bei der Ratte:

Sowohl die ligandbindende Untereinheit (IL-6 R) wie auch die assoziierte Bindungskompo-
nente (gp130) des IL-6 Rezeptors wurden im CL wahrend der gesamten Zeitdauer der Tréch-
tigkeit der Ratte sehr stark exprimiert (TELLERIA et al. 1998). Auch in Granulosazellen
konnten TAMURA et al. (2000) beide Komponenten des IL-6 Rezeptors nachwei sen.

225 Interleukin-8 (1L-8)

2251 Allgemeine Bedeutung von IL-8 im Immunsystem und Wirkung im Repro-
duktionssystem

IL-8 ist ein Chemokin, das die chemotaktische Antwort von neutrophilen Granulozyten indu-
zieren, sowie die Zellaktivierung und die Angiogenese fordern kann. Esist ein proinflamma-
torisch wirkendes Polypeptid und wird von einer Vielzahl von Zellen produziert, u.a. von
Monozyten, Lymphozyten, Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen (BAGGIOLINI et al.
1995, MUKAIDA et a. 1994). Weliterhin kann die Produktion von IL-8 in vielen Zelltypen
durch die Zytokine IL-1 und TNF-o angeregt werden (LARSEN et al. 1989). IL-8 selbst sti-
muliert wiederum die Sekretion von IL-1, IL-6 und TNF-o aus mononukledren Zellen (YU et
a. 1994). Das Zusammenspiel von IL-8 und ansteigenden Konzentrationen von PGE, hat
einen schnelleren Einstrom von Leukozyten ins Gewebe bewirkt (COLDITZ 1990). ENGEL -
HARDT et a. (1998) zeigten, dass IL-8 die Reepithelialisierung und Neovaskularisierung bei
der Wundheilung stimuliert.

Die cDNA von caninem IL-8 wurde von MATSUMOTO et al. (1994) kloniert und sequen-
ziert und zeigt eine hohe Homologie zu derjenigen von Mensch, Kaninchen und Schwein. Sie
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ist 353 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen, der 101 Aminosauren kodiert.
Das Protein zeigt eine Homologie von 76,5 % zu humanem, 87 % zu porcinem IL-8 und eine
Homologie von 80 % zum IL-8 des Kaninchens.

Die Transkription von IL-8 erfordert in Abhangigkeit vom jeweiligen Zelltyp die Aktivierung
der beiden nukledren Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 (aktivierendes Protein-1) oder
von NF-kB und NF-1L6 (MUKAIDA et a. 1994).

Im Kulturmedium von Endometriumzellen und in der Follikelfltssigkeit beim Mensch wur-
den hohe Konzentrationen von IL-8 nachgewiesen, die fir die Rekrutierung und Aktivierung
von neutrophilen Granulozyten verantwortlich sein sollen; nach dem Erreichen des préovula
torischen LH-Peak und nach Verabreichung von hCG stieg die IL-8 Konzentration in der Fol-
likelflUssigkeit und im Kulturmedium von Granulosazellen an (ARICI et al. 1993 und 1996,
RUNESSON et al. 2000). Dabei korrelierte der Anstieg von IL-8 mit der FollikelgroRie. Bei
der Frau konnte gezeigt werden, dass die IL-8 Konzentration im Vaginalsekret mit der Zahl
der Granulozyten korreliert (LUO et a. 2000). Bei einer gleichbleibenden Granulozytenzahl
wahrend des Zyklus ergab sich jedoch keine Variation der IL-8-Konzentration, ein Anstieg
ergab sich erst wahrend der Graviditét in Korrelation mit einer ansteigenden Granulozyten-
zahl. Bel Frauen, die an Endometriose erkrankt waren, wurden im Vergleich zu klinisch ge-
sunden Frauen hohe Konzentrationen an IL-8 in der Peritonealfllssigkeit gemessen (GAZ-
VANI et al. 1998).

Bei der Frau war die Expression der IL-8 mMRNA und des Proteins im Endometrium sowie in
der Deziduain den perivaskuldren Zellen der Blutgefél3e lokalisiert und stieg unter gleichzei-
tig sinkenden Progesteronkonzentrationen an (CRITCHLEY et a. 1994, MILNE et al. 1999).
Entsprechend wurde ein Anstieg der Expression der mRNA im Endometrium nach Entzug
von Progesteron (Verabreichung eines Progesteronrezeptorantagonisten, Mifepriston®)
(CRITCHLEY et a. 1999) nachgewiesen. Eine Abnahme der Synthese von IL-8 durch in
Kultur gehatene humanen Endometriumzellen (KELLY et a. 1994) und Fibroblasten des
Kaninchens aus dem Zervixbereich (ITO et a. 1994) erfolgte nach Zusatz von Progesteron.
Sowohl IL-1a as auch IL-1B bewirkten einen markanten Anstieg der 1L-8 Sekretion in der
Granulosa- und Thekazellkultur; TNF-a hatte keinen Effekt (RUNESSON et al. 2000).
Immunhistologisch wurde IL-8 in der Thekazellschicht des préovulatorischen Follikels und
weniger ausgepragt auch in der Granulosazellschicht lokalisiert (RUNESSON et al. 2000).
Auch beim Kaninchen wurde IL-8 in der Follikelwand des Ovars und im Endometrium nach-
gewiesen (BELAYET et al. 2000). Pharmakologische Dosen von IL-8 forderten die Follikel-
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reifung sowie die Chemotaxis und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten in der Medulla
und der Theca interna des Ovars.

Diese Ergebnisse zeigen, dass IL-8 mdglicherweise auch eine Rolle bei der Regulation der
CL-Funktion besitzt und die Leukozytenwanderung in das sich nach der Ovulation neu for-

mierende CL fordern konnte.

2252 Beziehungen von IL-8 zur Corpus luteum-Funktion

In der Literatur finden sich nur wenig Untersuchungen zum Vorkommen und der moglichen
Funktion von IL-8 im CL.

Bei der Frau war die Konzentration von IL-8 im Blutplasma wéhrend der Follikelphase um
das Vierfache hoher alsin der Lutealphase (AL-HARTHI et a. 2000).

Bel humanen Granulosazellkulturen fihrte eine Stimulation mit FSH und LH zu einer Erho-
hung der Konzentration von IL-8; eine Wirkung von Estradiol und Progesteron auf dessen
Produktion wurde in dieser Untersuchung nicht nachgewiesen. Sowohl IL-1o as auch IL-13,
aber nicht TNF-q., fihrten zu einem markanten Anstieg der 1L-8 Sekretion (RUNESSON et
al. 2000).

Die mRNA und die Proteinproduktion von IL-8 wurden in humanen Granulosaluteinzellen
nachgewiesen, IL-1o. und TNF-a hatten eine stimulierende Wirkung auf die Expression bzw.
Produktion. In diesen Untersuchungen wurde sowohl die basale a's auch die durch IL-1o sti-
mulierte Expression der mRNA bzw. Sekretion von IL-8 in den Granulosalutein- und in
Stromazellen unter der Einwirkung von Progesteron unterdriickt (ARICI et al. 1996).
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Interleukin-10 (IL-10)

2253 Allgemeine Bedeutung von IL-10 im Immunsystem

IL-10 ist ein ca. 18 kD schweres Zytokin und wird hauptsachlich von Th2-Lymphozyten pro-
duziert, welche maf3geblich an der Antikorperbildung beteiligt sind (KELSO 1995). Es besitzt
Immunsuppressive Eigenschaften, indem es die Produktion der proinflammatorischen Zytoki-
ne IFN-y und TNF-o. sowie von IL-6 und IL-8 in aktivierten Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten hemmen kann (MOORE et a. 1993, SAGAWA et a. 1996). IL-10 bewirkt die
Downregulation der Expression von MHC /11 auf antigenprasentierenden Zellen und Tumor-
zellen. Ferner ist esin der Lage, die posttranskriptionelle Expression von IL-2 zu blockieren
sowie die Produktion von Prostaglandin E; zu induzieren (FIORENTINO et a. 1991).
LOERCHER et a. (1999) stellten fest, dass das Tumorwachstum nicht von TGF-B unter-
drtickt wurde, wenn gleichzeitig IL-10 im Gewebe nachgewiesen wurde. SATO et al. (1999)
zeigten, dass IL-10 wéahrend der Wundheilung in murinen Keratinozyten lokalisiert ist und
dort die Infiltration von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen sowie die Expression
von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1f, IL-6, TNF-o)) hemmte.

Die cDNA von caninem IL-10 wurde von LU et al. (1995) kloniert und sequenziert und zeigt
eine Homologie von 86 % zur humanen und bovinen Nukleotidsequenz sowie eine Homol o-
gie von 82 % und 80 % zur Nukleotidsequenz von Ratte und Maus. Die cDNA ist 748 Basen-
paare lang und besitzt einen offenen Leserahmen, der 181 Aminosduren kodiert. Das Protein
zeigt eine Homologie von 81 % zu humanem und von 77 % zu bovinem IL-10. Die Homol o-
gie zur Proteinsequenz von Ratte und Maus liegt bel 75 % bzw. 72 %.

Bei der Frau wurde IL-10 sowohl in der Follikelflissigkeit (CALOGERO et al. 1998) als
auch im Sekret des Eileiters in hoher Konzentration (SRIVASTAVA et al. 1996) nachgewie-
sen. Eine Bedeutung fur die an der Ovulation beteiligten Vorgénge wurde daher von CALO-
GERO et a. (1998) unterstellt. Ferner scheint IL-10 das Uberleben und das Wachstum des
Fetus zu fordern, wie aus in vitro-Untersuchungen an T-Zellklonen aus der Dezidua von
schwangeren Frauen mit ungeklarter Abortursache geschlossen wurde (PICCINNI & RO-
MAGNANI 1996).
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2254 Beziehungen von IL-10 zur Corpusluteum-Funktion

Im Serum der Frau wurde keine Zyklus-assoziierte Variabilitdt der IL-10 Konzentration fest-
gestellt (MASKILL et al. 1997, AL-HARTHI et a. 2000). Leukozyten (FAAS et al. 2000)
und NK-Lymphozyten (BOUMAN et a. 2001) aus der Luteal- und Follikelphase, die aus
dem peripheren Blut der Frau gewonnen wurden, zeigten keinen Unterschied in der Produkti-
onvon IL-10.

Unter Kokultivierung mit mononukledren Blutzellen war die Produktion von IL-10 in der
Luteal zellkultur, sowohl bel der ingraviden als auch bei der graviden Frau, signifikant erhoht
(HASHII et al. 1998). Dieser Anstieg der Zytokinproduktion wurde nicht beobachtet, wenn
L uteal zellen und mononukleére Zellen durch Einfligen einer Interzellschicht getrennt wurden,
obgleich die Progesteronproduktion davon unbeeinflusst blieb. Dies deutet darauf hin, dass
eine Zell-Zell-Interaktion fur die immunologische Aktivierung und Produktion von IL-10
essentiell ist. Ferner konnte in diesem System ein Anstieg der Progesteronsynthese unter der

Wirkung von IL-10 beobachtet werden.

2.2.6 Interleukin-12 (1L-12)

2.2.6.1 Allgemeine Bedeutung von IL-12 im Immunsystem und Wirkung im Repro-
duktionssystem

Biologisch aktives IL-12 kommt als 70 kD-Heterodimer vor, das aus 2 Polypeptidketten (p35-
und p40-Untereinheit) besteht, die tber 2 Disulfidbriicken verbunden sind und auf separaten
Genen kodiert werden. Wahrend die 35 kD Untereinheit konstitutive Eigenschaften besitzt
und ubiquitdr vorkommt, wird die 40 kD Untereinheit nur von Makrophagen und B-Zellen
exprimiert und als regulatorische Komponente der IL-12 Expression betrachtet.

Die Induktion der IL-12 p40 mRNA ist ein allgemeines Merkmal von Virusinfektionen, die
mit einer starken Produktion von IgG einhergehen (COUTELIER et al. 1995). Auch Bakteri-
enantigene induzieren die p40 mRNA Uber Interaktion mit dem Oberflachenmolekil CD40
auf Makrophagen (KATO et al.1997). Andererseits kann eine tberméaldige Induktion der p40
Untereinheit die Wirkung des IL-12 Heterodimers herabsetzen und auch die Synthese von
IFN-y hemmen. Diese Ergebnisse deuten auf eine regulatorische Funktion der Untereinheit
IL-12 p40 hin (MATTNER et a. 1993).
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IL-12 moduliert u.a. die Zytokinproduktion von aktivierten CD4-positiven T-Zellen und
NK-Zellen, indem es selektiv die Sekretion von IFNy induziert und verstarkt (TRINCHIERI
1993). Es stellt somit einen obligatorischen Faktor fir die Generierung und Differenzierung
der Thl-Population dar (MANETTI et a. 1993). Die Produktion von IL-12 wird durch IL-10
gehemmt, - zum einen Uber den T-Zell-abhangigen Signalweg (Interaktion mit dem CD40
Ligand) und zum anderen Uber den T-Zell-unabhangigen IFN-y-/LPS-induzierten Signalweg
(TAKENAKA et a. 1997).

IL-12 konnte das Wachstum und die Reifung hamatopoetischer Zellen beeinflussen (JAKBO-
SEN et al. 1993) und besitzt die Fahigkeit, die Regression von Tumoren einzuleiten (BRUN-
DA et a. 1993).

Die cDNA von caninem IL-12 p35/p40 wurde von BUTTNER et al. (1998) kloniert und se-
guenziert. Die cDNA der p40-Untereinheit ist 1015 Basenpaare lang und besitzt einen offenen
L eserahmen, der 329 Aminosauren kodiert; digjenige der p35 Untereinheit ist 669 Basenpaare
lang und kodiert 222 Aminosauren. Die Aminosaurensequenz von caninem IL-12 p35/p40
weist eine Homologie von >81% zu der von Mensch, Schwein und Rind auf.

Der IL-12 Rezeptor setzt sich aus einer f1- und B2-Kette zusammen, wobei die B1-Kette nur
von Thl-Lymphozyten exprimiert wird, die B2-Kette dagegen von Thl- und Th2-
Lymphozyten. Beide Rezeptoruntereinheiten sind nahe verwandt mit der gp130-Untereinheit
des IL-6 Rezeptors. Der I1L-12 RB2 scheint die Signaltransduktion durch die Aktivierung spe-
zifischer Mitglieder der STAT-Familie (insbesondere STAT4) zu initiieren (Ubersicht bei
KONDO et a. 2001).

Im Hinblick auf das Reproduktionsgeschehen wurde gezeigt, dass bei der Frau die Konzentra-
tion von IL-12 in der Follikelfllssigkeit von unreifen Follikeln signifikant hoher ist asin pré-
ovulatorischen Follikeln (COSKUN et al. 1998). In der Zellkultur reifer humaner Granulosa-
zellen hatte hCG keine Wirkung auf die Produktion von IL-12. Bel Frauen, in deren Follikel-
flissigkeit IL-12 nachgewiesen wurde, war die Fertilisierungsrate erniedrigt (GAZVANI et al.
2000). Bei an Endometriose erkrankten Frauen waren im Vergleich zu klinisch gesunden
Frauen die Konzentration von freiem p40 in der Peritonealflussigkeit erhoht (MAZZEO et al.
1998). Im in vitro-Ansatz wurde der zytotoxische Effekt von mit IL-12 vorbehandelten NK-
Zellen auf Zellen des Endometriums aufgehoben, wenn die IL-12 p40-Untereinheit dem Kul-
turmedium zugegeben wurde. Des weiteren wurde auch eine Hemmung der Expression des
IL-12 RPB1 und der Phosphorylierung des STAT4-Proteins beobachtet.
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2.2.6.2 Beziehungen von IL-12 zur Corpusluteum-Funktion

In der Literatur finden sich keine Angaben zum Vorkommen und zur Wirkungsweise von
IL-12im CL.

Lediglich BOUMAN et al. (2001) zeigten in einer in vitro-Studie, dass sich der prozentuale
Anteil von IL-12 produzierenden und mit Endotoxin stimulierten Monozyten aus dem Blut
von Frauen, die einen physiologischen Zyklusverlauf zeigten, nicht zwischen der Luteal- und

der Follikelphase unterscheidet.

2.2.7 Tumor-Nekrose-Factor -alpha (TNF-o)

22.7.1 Allgemeine Bedeutung von TNF-a im Immunsystem und Wirkung im Re-
produktionssystem

TNF-o wird in erster Linie von aktivierten Makrophagen als ca. 17 kD schweres Polypeptid
produziert und zirkuliert als 51 kD stabiles Homotrimer, welches an den Rezeptor bindet.
TNF-oo wird auf3er von Makrophagen bzw. Monozyten auch von antigenstimulierten
T-Lymphozyten, aktivierten NK-Zellen, Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten ge-
bildet. TNF-o stimuliert Monozyten zur Produktion von IL-1, IL-6, Chemokinen und TNF-o.
selbst, wobei die biologischen Wirkungen von TNF-o. noch durch IFN-y verstarkt werden
konnen. Als starkes proinflammatorisches Zytokin fuhrt es zu Effekten wie Tumornekrose,
Entziindung, Kachexie, Endotoxinschock und Hemmung der Proliferation und Differenzie-
rung sowie Forderung der Apoptose von Zellen (ABBAS et al. 1996).

Die cDNA von caninem TNF-o. wurde von ZUCKER et al. (1994) und GILMORE et al.
(1996, Genbank, unpubliziert) kloniert und sequenziert. Sie ist 396 Basenpaare lang und be-
sitzt einen offenen Leserahmen, der 233 Aminosduren kodiert. Die Sequenzhomologie zur
humanen cDNA betragt 90 %, digjenige zum Kaninchen 82 % und zur Maus 79 %. Das Prote-
in zeigt eine Homologie von 88 % zur humanen, 83 % zur porcinen, 79 % zur Kaninchen- und
77 % zur murinen Aminosauresequenz.

Rezeptoren von TNF-oo (TNF-RI und TNF-RII) finden sich in zahlreichen Geweben, wobei
der TNF-RI in den nicht-hdmatopoetischen Zellen am Haufigsten vorkommt. Viele biologi-
sche Effekte von TNF-a - inklusive der Induktion des programmierten Zelltodes - werden

Uber den TNF-RI vermittelt. Komplexe Signalkaskaden fuhren zur Aktivierung von Caspasen
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mit nachfolgender Apoptose (nur Uber den TNF-RI) oder zur Aktivierung von zwei
Transkriptionsfaktoren, NF-xB und AP-1 (Uber TNF-RI/IT), welche die Induktion von Genen
bewirken, mit der Folge, dass die durch TNF-a induzierte Apoptose wieder unterdriickt wird
(KUWANO & HARA 2000). IFN-y kann die TNF-o. Rezeptoren aufregulieren (MONTAL-
DO et a. 1994).

In TNF-RI-Knockout Mausen konnte TNF-o. die LH-stimulierte Progesteron- und Ostrogen-
produktion in der Kultur von ovariellen Zellhomogenisaten im Vergleich zur Kontrolle nicht
beeinflussen; es zeigte sich aul3erdem, dass der Mangel an TNF-RI mit einem frihen Eintritt
der Seneszenz und einer herabgesetzten Fertilitét verbunden war (ROBY et al. 1999).
FAJARDO et al. (1992) zeigten, dass eine niedrige Dosis von TNF-o die Angiogenese indu-
ziert, wahrend hohe Dosen die Angiogenese hemmen. Die TNF-o. abhdngige Angiogenese
wurde durch andere Faktoren, wie z.B. IL-8, VEGF oder bFGF unter Beteiligung der
Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und Spl vermittelt (Y OSHIDA et a. 1997).
Immunoreaktives TNF-o. wurde in Granulosazellen von atretischen und antralen Follikeln
dargestellt (TERRANOVA 1997, KONDO et a. 1995). Da TNF-o. auf heranwachsende Fol-
likel eine hemmende Wirkung besal, aber auch eine stimulierende Wirkung auf reife préovu-
latorische Follikel zeigte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass das aus dem dominanten Fol-
likel stammende TNF-oo zur Unterdriickung der Reifung nichtdominanter Follikel fuhren
konnte. TNF-oo hemmte in vitro die FSH-induzierte Differenzierung von Granulosazellen der
Ratte: die Progesteronsynthese und die Induktion des LH-Rezeptors wurden drastisch redu-
zZiert, ohne dass dabei die Zellzahl oder die Lebensfahigkeit der Zellen beeintrachtigt wurden
(DARBON et al. 1989).

22.7.2 Beziehungen von TNF-a zur Corpus luteum-Funktion

I n vivo-Untersuchungen:

Der Verlauf der TNF-a-Konzentration im Blutplasma der Frau zeigte keine Unterschiede
zwischen der Follikel- und der Lutealphase (AL-HARTHI et al. 2000).

Eine luteolytische Wirkung fur TNF-a ergab sich aus Untersuchungen von ENDO & KA-
NAYAMA (1997), die dieses Zytokin pseudograviden Kaninchen intraovariell verabreichten
und einen Tag spéter einen markanten Abfall der Progesteronwerte im Blut beobachteten;
zwel Tage spéter hatten sich die Werte jedoch wieder denen der Kontrollgruppe angeglichen.
Moglicherweise steht diese Beobachtung in Zusammenhang mit Befunden von NARIAI et al.
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(1995), die nach ebenfalls intraovariellen Injektionen von TNF-o. beim Kaninchen eine Reg-
ression von lutealen Blutgefal3en aufzeigen konnten, die sich in Strikturen, Obstruktionen und

einer rauhen Oberflache der GefalRe manifestierte.

I n vitro-Untersuchungen an mononukledren Zellen in Abhangigkeit vom Zyklus:

Der offensichtliche Einfluss korpereigener Sexualhormone auf die TNF-o-Produktion von
Monozyten ergab sich aus Untersuchungen von BOUMAN et al. (2001), die im in vitro-
System nach Stimulation mit Endotoxin bei Monozyten aus der L uteal phase eine hdhere Sti-
mulation beobachteten als bei solchen aus der Follikelphase. Auch eine Inkubation mit phy-
siologischen Progesteron- und Ostrogenkonzentrationen erhdhte die Expression der mRNA

von TNF-o in mit Endotoxin stimulierten Monozyten (LOY et a. 1992).

Expression der mRNA von TNF-¢.

Unter suchungen beim Mensch:

Die mRNA-Expression von TNF-o. wurde durch Northern Blot Analyse in Granulosalutein-
zellen nachgwiesen (LOY et a. 1992).

Unter suchungen beim Rind:

Die Expression der mRNA von TNF-o wurde im CL wahrend der physiologischen und der
PGF,.-induzierten Luteolyse nachgewiesen (PENNY et al. 1999). Eine quantitative Analyse
zeigte jedoch keine Abhangigkeit vom Zyklusstand (PETROFF et al. 1999; SAKUMOTO et
al. 2000b).

Unter suchungen beim Schaf:

Mittelsin situ-Hybridisierung konnte im CL die mRNA in einer kleinen Popul ation residenter
mononukledrer Zellen lokalisiert werden; es ergaben sich jedoch keine signifikanten Zeitab-
hangigkeiten zur Luteolyse. Allerdings stieg die Aktivitdt von TNF-o im Bioassay (kolori-
metrische Messung der Zytotoxizitdt von TNF-o, in Uberstanden aus homogenisiertem Lu-
tealgewebe zu einer murinen Fibrosarkomzellinie, Wehi 164) im Verlauf der PGFy,-
induzierten Luteolyse synchron mit abfallenden Progesteronkonzentrationen im Serum an (JI
et al. 1991).

Unter suchungen beim Schwein:

Im CL vom Schwein wurde die mRNA von TNF-o in grof3en Lutealzellen, die aus einer Kul-
tur durch Aspiration mit Mikropipetten gewonnen worden waren, mittels RT-PCR nachge-
wiesen (WUTTKE et al. 1993).
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Unter suchungen beim Nager:

Bei der Maus fand man im CL mRNA-Hybridisierungssignale von TNF-o. in Lutealzellen und
makrophagenadhnlichen Zellen, aber nur in den Makrophagen wurde immunreaktives TNF-o
nachgewiesen (CHEN et al. 1993).

Auch im Ovargewebe der Ratte wurde die mRNA von TNF-o exprimiert (SANCHO-TELLO
et al. 1992).

Proteinexpression von TNF-a.

Untersuchungen bei der Frau:

Im Uberstand von Lutealzellkulturen aus der spaten L utealphase fanden sich hohere TNF-a-
Konzentrationen als in solchen aus der frihen Lutealphase (BRANNSTROM et al. 1999).
Dabei war die TNF-o. Konzentration in der Gesamtkultur und in der Kultur der grof3en Lu-
tealzellen hoher, alsin der Kultur der kleinen Luteal zellen. Ein Zusatz von hCG zeigte keinen
Effekt auf die TNF-o-Konzentrationen.

ROBY et a. (1990) konnten immunreaktives TNF-a in grof3en Granulosaluteinzellen und
kleinen Paralutealzellen nachweisen. Zeitliche Abhéngigkeiten zeigten sich in Untersuchun-
gen von KONDO et al. (1995), dieim CL ein starkes immunhistologisches Signal von TNF-a.
besonders wahrend der mittleren Lutealphase (in Granulosa- und Thekal uteinzellen) nachwei-
sen konnten, wahrend das Signal im sich rtickbildenden CL wieder abnahm. Um den vernarb-
ten Kern des rickgebildeten CL lagen makrophagendhnliche Zellen, die ebenfalls eine sehr
intensive Immunreaktion zeigten und die auch im Corpus abicans noch anzutreffen war.
Unter suchungen beim Rind:

Hohe TNF-a-Konzentrationen wurden mittels Bioassay beim Rind am Tag der Ovulation in
den Corpora hdmorrhagica gemessen; as Quelle wurden zirkulierende Leukozyten identifi-
ziert, die in dieser Phase in das CL einwandern (ZOLTI et al. 1990). TERRANOVA (1997)
lokalisierte immunreaktives TNF-o. im CL des Rindes in makrophagenahnlichen Zellen und
Endothelzellen. In der frihen und mittleren Luteal phase wurde eine sehr niedrige Proteinkon-
zentration von TNF-o in Extrakten aus dem Lutealgewebe mittels ELISA gemessen; sie stieg
in der spéten Lutealphase (Tag 13-18) an und fiel nach Einsetzen der lutealen Regression
(Tag 19-21) wieder ab (SAKUMOTO et al. 2000b).

Unter suchungen beim Schwein:

HEHNKE-VAGONI et al. (1995) konnten TNF-o. im CL vom Schwein - ausgenommen im

Stadium der funktionellen Luteolyse - mittels Western Blot nachweisen; immunhistol ogische
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Untersuchungen ergaben positive Signale in den Endothelzellen (NISWENDER & NETT
1988). Diese Beobachtung wurde von ZHAO et a. (1998) dahingehend korrigiert, dass die
Hauptquelle von TNF-o. im CL vom Schwein vorwiegend lokale Makrophagen sind, die sich
in der Nahe von Gefal3wanden befinden. Diese Aussage stiitzt sich auf immunhistologische
Untersuchungen die zeigten, dass die mit einem Makrophagenmarker bzw. einem TNF-a-
Antikorper gefarbten Schnitte ein dhnliches Verteilungsmuster aufwiesen. Zum Zeitpunkt der
lutealen Regression wurde ein absoluter Anstieg der TNF-a positiven Makrophagenpopul ati-
on beobachtet, wobei grof3e Lutealzellen nur ein schwaches TNF-o-positives Signal zeigten.
Entsprechend sezernierten Makrophagen 100 mal mehr TNF-a. als Endothel- und kleine Lu-
tealzellen. ZHAO et a. (1998) folgerten aus ihren Ergebnissen und denen von HEHNKE-
VAGONI et al. (1995), dass Endothelzellen den TNF-a-Rezeptor exprimieren konnten und
daher eine Unterscheidung zwischen Rezeptorexpression und sekretorischer Aktivitdt von
TNF-o erfolgen muss.

Untersuchungen beim Nager:

Am Tag 5 (frihe Lutealphase) und den Tagen 17/19 (spéte L utealphase) gewonnene CL des
pseudograviden Kaninchens zeigten in Uberstanden aus der Luteal zellkultur nur eine niedrige
Proteinkonzentration an TNF-o., welche jedoch nach Stimulierung mit LPS in der Phase der
lutealen Regression (Tag 17/19) um das 10-30fache anstieg (BAGAVANDOSS et 4.
1988/1990).

Im CL der Maus wurde immunreaktives TNF-a mittels Immunzytochemie nur in Makropha-
gen nachgewiesen, wobei das Signal mit zunehmendem Alter des CL intensiver wurde
(CHEN et al. 1993).

Untersuchungen im Mikrodialysesystem:

Unter suchungen beim Rind:

Bei Kihen, in deren CL ein Mikrodialysesystem zwischen Tag 12-16 des Zyklus implantiert
worden war, konnte im Stadium der spontanen und der PGF,,, induzierten Luteolyse ein signi-
fikanter Anstieg von TNF-o im Dialysat (aber nicht im Serum) beobachtet werden (SHAW &
BRITT 1995). Die Autoren folgerten daraus, dass der bei abfallenden Progesteronkonzentra-
tionen stattfindende Anstieg von TNF-o im Zusammenhang mit der Luteolyse steht und dass
die luteolytische Wirkung von PGF,,, durch TNF-a vermittelt sein konnte. In das Mikrodialy-
sesystem verbracht, stimulierte TNF-o im CL beim Rind die Freisetzung von Progesteron
ausschliefdlich in der friihen Lutealphase (LIEBERMANN et a. 1996).
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Unter suchungen beim Schwein:

Uber in CL implantierte Mikrodialysesysteme konnten WUTTKE et al. (1998) weiterfiinrende
Erkenntnisse zur funktionellen Steuerung des CL beim Schwein erhaten. In das Dialysesys-
tem eingebrachtes Estradiol stimulierte in der friihen und mittleren Luteal phase die Sekretion
von Progesteron, wobei PGF,, die Estradiolproduktion und damit auch die Progesteron-
synthese weiter forderte. In der spaten L uteal phase dagegen hatte PGF,,, keine stimulatorische
Wirkung mehr auf die Estradiolsynthese und unter dem Einfluf3 von intraluteal appliziertem

TNF-o kam es zu einer drastischen Reduktion der Progesteronkonzentration im Dialysat.

Effekte von TNF-ein der Lutealzellkultur im Hinblick auf die Progesteron- und Ostrogen-
synthese:

Untersuchungen beim Mensch:

In Granulosal uteinzellkulturen aus Follikelaspiraten der Frau fihrte TNF-o zu einem Anstieg
von Progesteron ab Tag 4 bis zum letzten Tag (Tag 20) der Kultivierungszeit (YAN et a.
1993). Parallel dazu wurde wahrend der ersten 14 Tage auch die Ostrogenproduktion gestei-
gert, danach fiel die Synthese wieder auf Basalniveau ab. Dies steht im Gegensatz zu Ergeb-
nissen von FUKUOKA et a. (19924), die nach Zugabe von TNF-o. eine Hemmung der Ostro-
gensynthese beobachteten; eine gesteigerte Hemmwirkung ergab sich nach gleichzeitiger Zu-
gabe von IFN-y. In der gleichen Untersuchung zeigte sich kein Einfluss von TNF-o. auf die
hCG-stimulierte Progesteronsynthese bei der luteinisierten Granul osazellkultur; bel gleichzei-
tiger Zugabe von IFN-y oder IL-1B wurde jedoch eine Hemmung der Progesteronsynthese
von 81 % bzw. 30 % nachgewiesen. Zu ahnlichen Ergebnissen wie FUKUOKA et al. (1992a)
kamen auch WANG et a. (1992).

Die Beobachtung, dass in der luteinisierten humanen Granulosazellkultur die FSH-stimulierte
Produktion von cAMP, nicht jedoch die hCG- oder Forskolin-stimulierte Produktion von
CAMP durch TNF gehemmt wird, weist darauf hin, dass dieses Zytokin in den untersuchten
Systemen in Regelmechanismen eingreift, die proximal des cAMP-Messenger-Systems loka-
lisert sind und die Produktion von cAMP nicht direkt beeinflussen (FUKUOKA et al.
1992b).

Untersuchungen beim Rind:

Im in vitro-Ansatz mit Lutealzellen vom Rind, die zwischen den Tagen 9-12 des Zyklus ge-
wonnen wurden, flihrte der Zusatz von TNF-o0 ab dem 7. Tag der Kultivierung zu einer

Hemmung der LH-stimulierten Progesteronproduktion; die basale Sekretion von Progesteron
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wurde dadurch nicht beeinflusst (BENYO & PATE 1992). Auch SAKUMOTO et al. (2000b)
konnten keine Hemmung der basalen Progesteronsekretion boviner Lutealzellen nach Zusatz
von TNF-oe zum Medium feststellen.

Unter suchungen beim Schwein:

Beim Schwein beobachteten PITZEL et a. (1993) nach Zusatz von TNF-o eine dosisabhan-
gige Hemmung der Progesteronsekretion in der hCG-stimulierten Kultur kleiner Lutealzellen
und in der unstimulierten Kultur grof3er Lutealzellen, eine Beobachtung, die von TEKPETEY
et al. (1993) nicht bestéatigt werden konnte. Bezlglich der kleinen Lutealzellen kamen RI-
CHARDS & ALMOND (1994a) zu einem dhnlichen Ergebnis wie PITZEL et a. (1993), je-
doch blieb in der grofRen Lutealzell- und der Mischkultur die Progesteronsynthese unbeein-
flusst. Die Autoren fuhren diese unterschiedlichen Ergebnisse auf die Versuchsbedingungen
zuruck.

Auch die Ostrogensekretion wurde durch TNF-o. dosisabhéngig in der hCG-stimulierten Kul-
tur kleiner Lutealzellen und der nicht-stimulierten Kultur grof3er Lutealzellen gehemmt (PIT-
ZEL et a. 1993). TNF-a steigerte die hemmende Wirkung von PGF,, und OXT auf die Pro-
gesteronsynthese in der Kultur grof3er Lutealzellen, die stimulierende Wirkung beider Wirk-
stoffe auf die Ostrogensynthese in der Kultur kleiner und groRRer Lutealzellen wurde durch
TNF-o vollsténdig gehemmt. Diese hemmende Wirkung von TNF-a. trat nicht in Anwesen-
heit von Indomethacin in der LH-stimulierten Kultur kleiner Lutealzellen auf, so dass die
Wirkung von TNF-o. durch Produkte des Cyclooxigenasemechanismus vermittelt zu sein
scheint (RICHARDS & ALMOND 19944).

TNF-o hemmte in der Kultur von kleinen Lutealzellen die Forskolin-vermittelte, nicht jedoch
die cAMP-vermittelte Progesteronproduktion (RICHARDS & ALMOND 1994a, TEKPETEY
et al. 1993). Die Autoren folgerten daraus, dass der Effekt auf die LH-stimulierte Progeste-
ronsynthese proximal des cAMP-Messenger-Systems liegt.

Untersuchungen beim Nager:

In der Lutealzellkultur vom Kaninchen wurde die Progesteronproduktion durch TNF-ou nicht
beeinflusst (CHUDASKA & SCHLEGEL 1993).

In der luteinisierten Granulosazellkultur der Ratte hemmte TNF-o. die FSH-stimulierte Pro-
gesteronsekretion sowie die Aromataseaktivitét (ADASHI et al. 1990).

Bel der Ratte hemmte TNF-o in vitro sowohl die hCG/PRL-induzierte Expression der mRNA
des ,, Steroidogenic Acute Regulatory Protein (STAR) als auch die des LH-Rezeptors im CL
(CHEN et al. 1999).
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Effekte von TNF-ain der Lutealzellkultur im Hinblick auf die Prostaglandinsynthese:
Untersuchungen beim Primaten:

In der humanen Lutealzellkultur — nicht aber beim Affen (YOUNG et a. 1997) - stieg die
Produktion von PGE, und PGF,, innnerhalb von 48 Stunden unter dem Einflufld von TNF-o
dosisabhéngig an (WANG et al. 1992).

Unter suchungen beim Rind:

TNF-o. steigerte in der Lutealzellkultur beim Rind dosisabhangig die Sekretion von PGFy,
und 6-keto PGFy, (BENYO & PATE 1992) bzw. von PGF,, und PGE; (SAKUMOTO et al.
20004). Die Kombination von TNF-a. mit IL-13 bzw. IFN-y bewirkte einen zusétzlichen An-
stieg der PGF,-Produktion, was auf eine synergistische Wirkung dieser Stoffe schlief3en |asst
(BENYO & PATE 1992). Anders as IFN-y schwéchte IFN-o., das selbst keine Wirkung auf
die PGF,,-Synthese aufwies, die durch TNF-a stimulierte PGF,,-Synthese ab  Actinomy-
cin D, ein Inhibitor der RNA-Synthese, und Cycloheximid, ein Inhibitor der Proteinbiosyn-
these, blockierten komplett die durch TNF-o stimulierte PGF,,-Produktion (TOWNSON &
PATE 1996). Die Zugabe eines Inhibitors der Phospholipase A, (PLA2) hemmte die durch
TNF-o-induzierte, - jedoch nicht die basale - PGF,,-Produktion, wahrend die Zugabe eines
Inhibitors der Phosholipase C (PLC) keine Wirkung zeigte. Die Zugabe von Arachidonséure
zum Kulturmedium konnte die inhibitorische Wirkung von Cycloheximid und des PLA,-
Inhibitors nicht beeinflussen. TOWNSON & PATE (1996) folgerten aus diesen Ergebnissen,
dass die durch TNF-o. stimulierte PGF,,-Produktion von der Stimulierung der PLA,, gefolgt
von Mechanismen, welche die Synthese von RNA und Proteinen erfordern, abhangt. SAKU-
MOTO et a. (2000a) zeigten in der bovinen Luteazellkultur, dass TNF-o. die PGFy,-
Produktion nicht nur Uber den PL Ax-Regelmechanismus, sondern auch tber eine Aktivierung
der MAPK stimulierte. SHAW & BRITT (1995) wiesen 36 Stunden nach einer PGF,,-
induzierten Luteolyse hohe Konzentrationen von TNF-o. im bovinen CL nach.

Unter suchungen beim Schwein:

Beim Schwein wurde nach Zusatz von TNF-a ein Anstieg von PGF,,, in der Kultur von klei-
nen Lutealzellen und der Mischkultur, jedoch nicht in der Kultur von grof3en Lutealzellen
beobachtet (RICHARDS & ALMOND 1994a). Nach Zugabe von Indomethacin wurde diese
stimulierende Wirkung von TNF-o. auf die PGF,,-Produktion in der Kultur von kleinen Lu-
tealzellen nicht mehr beobachtet, so dass dieser Effekt durch Produkte des Cyclooxigenase-

mechanismus vermittelt zu sein scheint.
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Unter suchungen beim Nager:
In der Lutealzellkultur beim Kaninchen zeigte TNF-o keinen Einfluss auf die Produktion von
PGE; und PGF,, (CHUDASKA & SCHLEGEL 1993).

Zytotoxische Effekte von TNF-ain der Lutealzellkultur:

Unter suchungen beim Mensch:

MATSUBARA et a. (2000) beobachteten in der Kultur luteinisierter Granulosazellen sowohl
nach Zusatz von TNF-o as auch nach Zusatz von PGF,,, eine hohe Zahl von Apoptosekor-
pern; die Autoren verweisen daher auch auf eine mdgliche Beteiligung dieser Faktoren an der
lutealen Regression. Andere Autoren (FUKUOKA et al. 1992a) konnten allerdings diese Be-
obachtung nicht bestétigen. Diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnen mdglicherweise auf
die jeweils angewandte Methodik und die unterschiedlich lange Kultivierungsdauer in den
Versuchen zurtickzufthren sein.

Unter suchungen beim Rind:

In der bovinen Lutealzellkultur zeigte TNF-o. keine zytotoxischen Wirkungen (BENYO &
PATE 1992). Eine Kombination mit IFN-y fuhrte allerdings zu einer erheblichen Reduktion
der Zellzahl (80 %), so dass die Autoren davon ausgehen, dass beide Zytokine auch in vivo
zum programmierten Zelltod wahrend der Luteolyse beitragen. Die Zugabe von TNF-a und
IFN-y zur bovinen Lutealzellkultur fuhrte nach 48 Stunden zu einer ausgepragten DNA-
Fragmentierung (PETROFF et a. 2001). Weder ein Inhibitor der Cyclooxygenase noch ein
Inhibitor der Lipoxygenase konnten den durch IFN-y und TNF-o induzierten Zelltod verhin-
dern. Auch der Zusatz eines PLA -Inhibtors und eines NO-Synthase-Inhibitors zeigte keinen
hemmenden Effekt auf die zytokininduzierte Abnahme der Zellzahl. In der gleichen Untersu-
chung stieg jedoch die Zellzahl nach Zugabe der Superoxiddismutase sowie der Katalase
deutlich an und nach Zugabe von IFN-o. wurde der programmierte Zelltod vollsténdig ge-
hemmt. PETROFF et a. (2001) schlief3en daraus, dass reaktive Sauerstoffradikale zum zyto-
Kininduzierten programmierten Zelltod beitragen.

Unter suchungen beim Nager:

Wie beim Rind konnten JO et al. (1995) in der Luteal zellkultur der Maus nur in Kombination
mit IFN-y und TNF-a sowie in Kombination mit TNF-o und I1L-13 einen Abfall der Zellzahl
beobachten. Die alleinige Behandlung von murinen Lutealzellen mit TNF-o. zeigte hingegen
keine zytotoxischen Effekte. Auch bei der Ratte wurden keine zytotoxischen Effekte nach
Zugabe von TNF-o. zur FSH-stimulierten Granul osakultur beobachtet (DARBON et al. 1989).
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Das Fas-Antigen ist ein Rezeptor auf der Zelloberflache, der nach Bindung des Fas-Liganden
die Apoptose in sensitiven Zellen induziert. Die Expression der Fas mRNA stieg unter der
Wirkung von TNF-o. bzw. von IFN-y um das Zweifache und unter der Kombination von
IFN-y und TNF-oo um das 12fache an (QUIRK et a. 2000). Diese Ergebnisse zeigen, dass
IFN-y und die Kombination von IFN-y und TNF-o. an der Aktivierung des Fas-Mechanismus
in der Lutealzellkultur der Maus beteiligt sind.

Expression von MHC-Antigenen unter dem Einflul3von TNF-¢.

TNF-o rief eine verstérkte Expression von MHC Klasse | Antigenen auf der Oberfl&che von
bovinen Lutealzellen hervor, die am Tag 9-12 des Zyklus durch transvaginale Inzision ge-
wonnen wurden (BENYO & PATE 1992). Die durch IFN-y hervorgerufenen Induktion von
MHC Klasse Il Antigenen auf bovinen Lutealzellen konnte durch TNF-o nicht beeinflusst
werden (siehe auch Kapitel 2.2.9.2.).

Rezeptorexpression von TNF-a:

Unter suchungen beim Rind:

Im CL stieg die Expression der mRNA des TNF-RI bis zum Tag 7 an und fiel bis zum Tag 21
wieder kontinuierlich ab (SAKUMOTO et a. 2000b). Die TNF-RI mRNA wurde in Endo-
thelzellen und steroidproduzierenden Zellen (grof3e und kleine Lutealzellen) des bovinen CL
lokalisiert (FRIEDMAN et al. 2000), wobei die Expression wahrend der physiologischen und
der durch PGF,,-induzierten lutealen Regression anstieg und die Expression in den Endothel-
zellen signifikant stérker war alsin Lutealzellen. TNF-RI exprimierende Endothel zellen - aber
nicht die steroidproduzierenden Lutealzellen - unterlagen in vitro nach Zugabe von TNF-o.
dem programmierten Zelltod, der durch Zugabe von Progesteron dosisabhéngig gehemmt
wurde (FRIEDMAN et al. 2000).

Unter suchungen beim Schwein:

RICHARDS & ALMOND (1994b) untersuchten im CL vom Schwein die Membranbin-
dungskapazitét von TNF-o.. Dabei zeigte sich in Membranisolaten aus kleinen Lutealzellen
und Endothelzellen eine signifikant hohere Bindungsaffinitdt zu TNF-o als in Membranisola-
ten der grof3en Lutealzellen.
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Zusammenfassung:

Die mRNA und das Protein von TNF-o. wurde bisher im CL von zahlreichen Spezies nach-
gewiesen (Mensch, Rind, Schaf, Schwein, Kaninchen, Ratte, Maus). Sowohl immunhistolo-
gisch as auch mittels in situ-Hybridisierung wurden Granulosalutein- und Thekaluteinzellen
(Mensch), grof3e Lutealzellen (Schwein), Lutealzellen (Maus) und Makrophagen (Rind) als
Quéelle von TNF-o identifiziert.

Beim Rind zeigte sich in CL, in die ein Mikrodialysesystem implantiert worden war, nach
Zugabe von TNF-o. nur in der frihen Lutealphase ein Anstieg von Progesteron; bei abfallen-
den Progesteronkonzentrationen zeigte sich ein Anstieg von TNF-o, so dass SHAW &
BRITT (1995) daraus folgerten, dass dieses Zytokin in Zusammenhang mit der Luteolyse
steht. In dhnlichen Untersuchungen beim Schwein kam es in der spaten Lutealphase unter
dem Einfluss von intraluteal verabreichtem TNF-a zu einem Abfall von Progesteron im Dia-
lysat.

In der Gonadotropin-stimulierten Lutealzellkultur bei Mensch, Rind, Schwein und Nager
scheint TNF-o. die Progesteron- und Ostrogensynthese zu hemmen. AuRRerdem kam es unter
dem Einfluss von TNF-a in der Lutealzellkultur von Mensch, Rind und Schwein zu einem
Anstieg von PGF,,, wobei die Signatransduktion beim Rind Uber die Aktivierung der
Phospholipase A, und der MAPK vermittelt zu sein scheint. Weiterhin zeigte sich in der Zéll-
kultur, dass TNF-o. sowohl proliferative als auch antiproliferative Eigenschaften auf Luteal-
zellen besitzt. In der Lutealzellkultur von Rind und Maus kam es ausschliefdich unter der

Kombination von TNF-a, IFN-y und IL-1 zu ausgepragt zytotoxischen Effekten.
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2.2.8 | nterferon-gamma (I FN-v)

2281 Allgemeine Bedeutung von IFN-y im Immunsystem und Wirkung im Repro-
duktionssystem

IFN-y ist ein homodimeres Glykoprotein, das aus ca. 21-24 kD schweren Untereinheiten be-
steht. IFN-y wie auch IL-2 werden von CD4-positiven Lymphozyten der Thl-Subklasse pro-
duziert und scheinen die zellvermittelte Immunantwort zu Ubertragen (LANZAVECCHIA
1993); aber auch NK-Zellen und Makrophagen sezernieren IFN-y (LE PAGE et a. 2000).
IFN-y besitzt primér eine antivirale Aktivitét, wobei es Makrophagen aktiviert und die Ex-
pression von MHC Klasse | und Il Molekilen induziert. Ferner fuhrt es zur Differenzierung
von B-Zellen mit nachfolgendem Klassenwechsel des Immunglobulintyps, hemmt das Zell-
wachstum und fordert die Apoptose. Die antigeninduzierte Sekretion von |FN-y kann durch
IL-2 und IL-12 noch verstérkt werden (ABBAS et al. 1996).

Die cDNA von caninem IFN-y wurde von ZUCKER et a. (1992) kloniert und sequenziert.
Sie ist 480 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen, der 146 Aminosauren ko-
diert. Die cDNA zeigt eine Homologie von 83 % zur bovinen und ovinen, von 81 % zur por-
cinen, von 78 % zur humanen, von 66 % zur Ratten- und von 68 % zur Maus-
Nukleotidsequenz. Das Protein zeigt eine Homologie von 80 % zur bovinen und ovinen, von
73 % zur porcinen, von 66 % zur humanen, von 45 % zur Ratten-, und von 46 % zur Maus-
Aminosauresequenz.

Die Signaltransduktion beginnt mit der Bindung von IFN-y an die a-Kette seines Rezeptors.
Dies bewirkt nachfolgend die Phosphorylierung der B-Ketten-Untereinheit und die Phospho-
rylierung von STAT1 Signalproteinen Uber Aktivierung von JAK1- und JAK2-Kinasen mit
anschlief3ender nukleérer Translokation von STAT1 (IHLE & KERR 1995; siehe auch Kapitel
2.2.4.1.). STAT1-Dimere konnen die Transkription des ,Interferon Regulatory Factor-1
(IRF-1) vermitteln (SIMS et al. 1993), welcher auch in spezifischen Zellen durch TNF-o in-
duzierbar ist und welcher die Transkription der IFN-stimulierten , Response Elements* in der
Promotorregion vermittelt. Die meisten Gene, die synergistisch durch TNF-o und |FN-y indu-
zierbar sind (FUJITA et a. 1989), enthalten innerhalb ihrer Promotorregion auch den NF-kB
(BOEHM et al. 1997).
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In der Leydigzellkultur beim Schwein hemmte IFN-y die hCG-stimulierte Testosteronbiosyn-
these (ORAVA et al. 1989). Weliterhin fuhrte es unter Zellkulturbedingungen zur Induktion
von MHC | Antigenen auf der Oberflache von humanen Zellen aus dem Pankreas (CAMP-
BELL et al. 1986), zur Zytolyse von Inselzellen des Pankreas (RABINOVITCH et a. 1990)
und zum Anstieg der Prostaglandinproduktion in der Kultur von im Pankreas ansissigen
Makrophagen, Fibroblasten sowie Inselzellen.

IFN-y wurde im Oviduktsekret beim Menschen nachgewiesen (SRIVASTAVA et a. 1996).
In der Granulosazellkultur der Frau wurde die Expression von MHC | und Il nach Zugabe von
IFN-y induziert (HILL et al. 1990). Ein IFN-y positives Signal wurde in préovulatorischen
Follikelzellen, die mit der Basallamina assoziiert waren, und im Bereich der Thekazellen der
Frau nachgewiesen; niedrige |FN-y-Konzentrationen wurden auch in der Follikelfltssigkeit
von spontan reifenden Follikeln, in der Vena ovarica und im peripheren Blut gemessen
(GRASSO et d. 1994).

2.2.8.2 Beziehungen von | FN-y zur Cor pus luteum-Funktion

In vivo-Untersuchungen im Serum und an mononukledren Zellen in Abhangigkeit vom
Zyklus:

Bel der Frau ergaben sich im Plasma keine Unterschiede in der IFN-y-Konzentration zwi-
schen der Follikel- und Lutealphase (AL-HARTHI et a. 2000). Auch aus dem peripheren
Blut gewonnene aktivierte NK-Lymphozyten (BOUMAN et al. 2001) und Gesamtleukozyten
(FAAS et al. 2000) zeigten in beiden Phasen keine Unterschiede in der Produktion von [FN-y.

Expression der mRNA von | FN-

Die Expression der mRNA von IFN-y wurde im Verlauf der Lutea phase sowie wéhrend der
PGF,o-induzierten Luteolyse im CL vom Rind nachgewiesen (PETROFF et a. 1999, PENNY
et al. 1999). Bei der densitometrischen Auswertung wurde dabei ein Abfall der Expression
wahrend des spaten Didstrus und 1 Stunde nach PGF,,-induzierter L uteolyse beobachtet.

Untersuchungen im Mikrodialysesystem:
In Untersuchungen mit Corpora lutea vom Schwein, die an den Tagen 10-12 post ovulationem
fiir 4 Stunden mit einer niedrigen Dosis (1 x 107" M) von rekombinantem humanem IFN-y

»perfundiert” worden waren, zeigte sich ein Anstieg der Progesteronproduktion (PRAKASH
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et al. 1997). In den Kontrollen wurde dagegen ein Abfall beobachtet. PRAKASH et al. (1997)
leiteten daraus ab, dass IFN-y das Signal des jungen Konzeptus darstellen konnte, welches die
L uteafunktion erhalten soll.

Effekte von IFN-yin der Lutealzellkultur im Hinblick auf die Progesteron- und Ostrogen-
synthese:

Unter suchungen beim Primaten:

In der luteinisierten humanen Granulosazellkultur fuhrte IFN-y zu einem dosisabhangigen
Abfal der hCG-stimulierten Progesteronsekretion; bei gleichzeitiger Zugabe von TNF-a, -
nicht aber von IL-1f - stieg die inhibitorische Wirkung weiter an (FUKUOKA et a. 1992a/b).
In den gleichen Untersuchungen hemmte IFN-y in Kombination mit TNF-o. die FSH-
stimulierte Estradiolsekretion. Auch WANG et al. (1992) beobachteten in der humanen Lu-
tealzellkultur eine durch IFN-y ausgel6ste, dosisabhéangige Hemmung der hCG-stimulierten
Progesteronproduktion (> 45 %), die unter Kombination mit TNF-o. noch weiter verstarkt
wurde. Die inhibitorische Wirkung von IFN-y auf die Progesteronproduktion wurde durch den
Einsatz eines monoklonalen Antikorpers gegen IFN-y komplett neutralisiert. Wahrend diese
Ergebnisse auf eine Bedeutung von IFN-y und TNF-o fur die luteale Regression schlief3en
lassen, konnten WANG et a. (1992) keine hemmende Wirkung von IFN-y auf die Ostrogen-
synthese in der Luteal zellkultur nachweisen.

Anders a's beim Menschen konnten YOUNG et al. (1997) in der Lutealzellkultur des Affen
keinen Einfluss von IFN-y auf die Progesteronsynthese beobachten, was auf speziesspezifi-
sche Effekte innerhalb der Gruppe der Primaten hinwelst.

Unter suchungen beim Rind:

In der bovinen Lutealzellkultur wurde die LH-stimulierte Progesteronsynthese durch IFN-y
gehemmt (FAIRCHILD & PATE 1991). Diese Hemmung kann nicht auf den zundchst auftre-
tenden Anstieg von PGF,,, (S. unten) zurlickgefuhrt werden, da die gleichzeitige Applikation
des Cyclooxigenaseblockers Indomethacin die Hemmung der Steroidbiosynthese nicht wieder
aufhob.

Untersuchungen beim Nager:

Bei der Ratte wurde die in vitro-Reifung und -Differenzierung von Granulosazellen durch
IFN-y via Hemmung der FSH-stimulierten Progesteron- und Ostrogenprodukion sowie der
Gonadotropin-induzierten LH/hCG-Rezeptorformation unterbunden (GOROSPE et al. 1988).
XIAO & FINDLAY (1992) berichteten, dass die FSH-stimulierte Progesteronproduktion so-
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wie die Produktion von 20c-Hydroxypregnenolon in der Granulosazellkultur der Ratte am

Tag 1 und 2 durch IFN-y zun&chst gehemmt, aber ab den Tagen 3, 4 und 5 stimuliert wurde.

Effekte von IFN-yin der Lutealzellkultur im Hinblick auf die Prostaglandinsynthese:

Unter suchungen beim Rind:

In der bovinen Lutealzellkultur zeigte sich nach Inkubation mit IFN-y innerhalb von 24 Stun-
den ein Abfall der Produktion von PGF,, und 6-keto-PGF;, um ca. 50 % (FAIRCHILD &
PATE 1991). Mit fortschreitender Kulturdauer stieg jedoch die Synthese beider Prostaglandi-
ne wieder um ca. 400 % an; dieser Effekt wurde durch exogene Zugabe von Progesteron ge-
hemmt.

Unter suchungen beim Primaten:

In der Lutealzellkultur des Affen zeigte IFN-y keine Wirkung auf die Produktion von PGF;,
und PGE, (YOUNG et a. 1997).

Zytotoxische Effekte von |FN-yin der Lutealzellkultur:

Untersuchungen beim Rind:

Die Behandlung in Kultur gehaltener boviner Lutealzellen mit IFN-y fuhrte zu einem Verlust
lebender Zellen. Dieser Effekt wurde durch den Zusatz von TNF-o. und/oder 1L-1 verstérkt
(BENYO & PATE 1992).

Untersuchungen beim Nager:

Anders als beim Rind fuhrte die Behandlung muriner Lutealzellen mit IFN-y nicht zu einer
Zytolyse, entsprechende Effekte wurden jedoch nach kombinierter Behandlung mit TNF-o.
und/oder IL-1B beobachtet (JO et al. 1995).

Auf eine zytotoxische Wirkung weisen auch Untersuchungen von QUIRK et al. (2000), die
einen Anstieg der Expression der FassmRNA as Ausdruck der Apoptose nach Behandlung
von Lutealzellkulturen der Maus mit IFN-y beobachtet haben; der Zusatz von TNF-o. fihrte
zu einem weiteren deutlichen Anstieg. Bei Lutealzellen, die mit dem Proteinsyntheseinhibitor
Cycloheximid behandelt wurden, stieg die Apoptose nach alleiniger Zugabe von IFN-y von
34 % auf 62 % und nach kombinierter Zugabe von IFN-y und TNF-o. auf 96 % an, wahrend
die aleinige Zugabe von TNF-o keine Wirkung zeigte.
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Unter suchungen beim Mensch:
Anders as bel Rind und Nager konnten FUKUOKA et al. (1992a) und WANG et al. (1992)
keinen zytotoxischen Effekt von IFN-y - auch nicht in Kombination mit IL-1f3 oder TNF-o. -

auf luteinisierte humane Granul osazellen beobachten.

Expression von MHC-Antigenen unter der Wirkung von IFN-%.

Bei bovinen Lutealzellen, die zwischen Tag 10-14 des physiologischen Zyklus isoliert wur-
den, stimulierte der Zusatz von IFN-y zum Kulturmedium die Expression von MHC | Antigen
auf der Zelloberflache um 25 % und die Expression von MHC Il Antigen um 370 % (FAIR-
CHILD & PATE 1989). Der Zusatz von LH fihrte zu einer Abschwéchung dieses Effektes.
IFN-o. hemmte in Anwesenheit hoher Progesteronkonzentrationen die durch IFN-y ausgel oste
Expression von MHC Il Molekilen auf bovinen Lutealzellen (PATE 1995). Dies belegt, dass
beim Rind eine Interaktion zwischen Lutealzellen und dem aus Immunzellen sezerniertem

IFN-y im Zeitraum der einsetzenden L uteolyse stattfindet.

Untersuchungen zur Signaltransduktion von IFN-y.

Die wenigen dazu vorliegenden Angaben gestatten noch keine endgultige Aussage.

Im in vitro-Ansatz mit luteinisierten Granulosazellen der Frau fuhrte IFN-y zu einem Abfall
der FSH- und hCG-stimulierten Produktion von cAMP (FUKUOKA et a. 1992b). IFN-y be-
eintréchtigte dabei nicht die Forskolin-stimulierte Produktion von cAMP; auch die Butyryl-2-
CAMP-stimulierte Progesteronsekretion wurde durch |FN-y nicht gehemmt. FUKUOKA et al.
(1992b) folgern aus diesen Ergebnissen, dass IFN-y in Regelmechanismen eingreift, die pro-
ximal bzw. distal des cAMP-Messenger-Systems lokalisiert sein missen.

Untersuchungen an bovinen Luteal zellen zeigten, dass die Expression des ,, Interferon Regula-
tory Factor-1“ (IRF-1) nach Zugabe von IFN-y innerhalb von 2 Stunden anstieg und Uber ei-
nen Zeitraum von 48 Stunden auf diesem erhéhten Niveau verharrte (SUTER et a. 2001).
Schlussfolgerungen kénnen daraus allerdings nicht gezogen werden; eine Einbeziehung des

»aurvival® -Faktors NF-xB konnte nicht gezeigt werden.
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2.29 Transforming-Growth-Factor-beta 1 (TGF-1)

2.29.1 Allgemeine Bedeutung von TGF-B1 im Immunsystem und Wirkung im Re-
produktionssystem

TGF-B1 ist eines von 5 Isoformen (TGF-B1-5) der TGF-B Familie und kommt in Saugetier-
zellen vor. Es liegt a's Homodimer mit einer Grof3e von ca. 25 kD vor und ist strukturell ver-
wandt mit Inhibin (ABBAS et al. 1996).

TGF-B1 sowie IL-10 gehdren zu den die Immunanwort hemmenden Zytokinen. Die Isotypen
von TGF-B kénnen die Expression von MHC downregulieren, gewisse Zellfunktionen hem-
men, die Apoptose von T-Zellen induzieren, die Immunantwort von einer Thl- in eine Th2-
Antwort umwandeln, die Expression des IL-2 Rezeptor y auf Monozyten und NK-Zellen
downregulieren, die IL-10 Produktion von Makrophagen aufregulieren und die durch IL-2,
IL-4 und IL-12 induzierte Antwort von zytotoxischen T-Lymphozyten hemmen (MAEDA et
al. 1995, HERRMANN & ABDI 1996, NASH et a. 1999). TGF-1 verhdlt sich in seiner
Wirkung antagonistisch zu IL-1f3; so wird die durch IL-1 stimulierte Sekretion von IFN-y
durch TGF-B unterdrtickt. Es wird daher als Regulator von IL-1f in zahlreichen Organen an-
gesehen (DUMONT & KASTNER 1994, PERRELLA et a. 1994).

Die cDNA von caninem TGF-B1 wurde von MANNING et a. (1995) kloniert und sequen-
ziert. Sie weist eine Homologie von 94 % zur humanen und von 91 % zur murinen Nukleotid-
sequenz auf. Sie ist 1369 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen, der 390
Aminosduren kodiert. Das Protein zeigt eine Homologie von 94 % zu humanem und von
92 % zu porcinem TGF-p1.

Die Signaltransduktion erfolgt Uber eine heterodimere Formation der TGF-BI und —I1 Rezep-
toren, wobei der TGF-BIIR fir die Ligandbindung verantwortlich ist und durch transmembra-
nére Serin-/Threoninkinasen die Phosphorylierung des TGF-BI Rezeptors bewirkt. Dies fuhrt
zur vorubergehenden Assoziation von SMAD 2, -3 und -4, deren Komplex in den Nukleus
wandert, an die DNA bindet und die Transkription initiiert (MASSAGUE & WOTTON
2000). Die Expression des TGF-BI Rezeptors kann durch H-ras aufreguliert werden, wéhrend
der TGF-BII Rezeptor downreguliert wird (ZHAO & BUICK 1995). Die biochemische Akti-
vitét des von TGF-f induzierten hemmenden Signals besteht in einem Abfall der Phosphory-
lierung von Zielproteinen, der Inaktivierung von den Zellzyklus regulierenden Enzymen und
in einer Downregulierung der Transkription (HU & ZUCKERMAN 2001).
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Als multifunktionelles und ubiquitéres Zytokin zeigte TGF-B1 beim Menschen hemmende
und foérdernde Eigenschaften auf das Wachstum von Tumorzellen in Ovar und Prostata
(HURTEAU et a. 1994; BARRACK 1997). Auch Uber eine Induktion der Angiogenese und
Aktivierung von Fibroblasten in neugeborenen Méusen wurde berichtet (ROBERTS et al.
1986). In der Darmepithelzellkultur der Ratte blockierte TGF-B1 die Zellproliferation, haupt-
séchlich Uber eine Downregulierung der Expression von Cyclinen (KO et a. 1995). Freies
TGF-B1 wurde beim Mensch in hohen Konzentrationen im Seminalplasma, jedoch nicht in
Ovidukt-, Follikel- und in AmnionflUssigkeit nachgewiesen (SRIVASTAVA et a. 1996).

2292 Beziehungen von TGF-B1 zur Corpus luteum-Funktion

Beteiligung an der Formation des CL nach der Ovulation:

TGF-B1 scheint im Ovar hauptséchlich bel der Reifung des Follikels beteiligt zu sein, daesin
unterschiedlichen Intensitdtsstéarken immunhistologisch in kleinen Primérfollikeln, Oozyten
sowie in der Theca- und Granulosazellschicht nachgewiesen wurde (CHEGINI & FLAN-
DERS 1992). Es soll aber auch in Kombination mit IL-6 an dem nach der Ovulation einset-
zenden Umstrukturierungsprozef3 des rupturierten Follikels beteiligt sein (NASH et al. 1999).
Verschiedene Autoren haben beobachtet, dass TGF-B1 die Proliferation und funktionale Dif-
ferenzierung von Granulosa- zu Granulosaluteinzellen bei der Ratte (ADASHI & RESNICK
1986, ADASHI et a. 1989, FENG et al. 1986, DODSON & SCHOMBERG 1987) und beim
Rind (HUTCHINSON et a. 1987) vorantreibt.

Die Wirkung von TGF-f1 im CL wurde von VINATIER et a. (1995) a's dichotom beschrie-
ben, welche sich in Abhangigkeit von der jeweiligen Spezies bzw. Zyklusphase |uteotrop oder
luteolytisch darstellen kann, d.h. dass TGF-B1 in der frilhen Lutealphase die CL-Funktion
aufrecht erhalten konnte, wahrend es in der spéten Luteal phase die Apoptose von Endothel-
und Lutealzellen induzieren kdnnte.

Expression der mRNA von TGF-£:
Bei der Maus wurde eine intensive Expression der mRNA von TGF-B1 mittels in situ-

Hybridisierung im CL, sowie in der auf3eren Granulosazellschicht von postantralen Follikeln
nachgewiesen (SCHMID et al. 1994).



LITERATURUBERSICHT 56

Proteinexpression von TGF-£:

Unter suchungen beim Mensch:

Immunhistologisch wurde TGF-B1 in Oozyten, in der Theka- und Granul osazellschicht sowie
in kleinen und grof3en L utealzellen nachgewiesen; die Intensitét des Signals war in der mittle-
ren Lutealphase am Stérksten ausgeprégt und zeigte in der spaten Lutea phase einen Abfall.
Ein sehr schwaches Signal wurde auch im Corpus albicans beobachtet (CHEGINI & FLAN-
DERS 1992, CHEGINI & WILLIAMS 1992). Positive Signale ergaben sich auch im ovariel-
len Stroma sowie inim CL lokalisierten Fibroblasten, Endothel- und glatten Muskel zellen.
Untersuchungen beim Rind:

Die Erfassung der TGF-f-Konzentration im Kulturmedium von bovinen Lutealzellen ergab,
dass 80-90 % dem TGF-B1 Typ angehorte; wahrend der Kultivierungszeit von 7 Tagen
erfolgte ein Anstieg (GANGRADE et al. 1993).

Unter suchungen beim Schwein:

Im CL vom Schwein wurde das TGF-B1-Protein chromatographisch nachgewiesen. Gegen-
Uber Granulosazellen zeigte es eine antiproliferative Wirkung (GANGRADE & MAY 1990).
Unter suchungen beim Nager:

Bei der Maus wurde ein sehr starkes immunhistologisches Signal fur TGF-1 im CL sowieim
interstitiellen Stroma und in Oozyten, - nicht jedoch in der Theca- und Granulosazellschicht
von kleinen und mittleren Follikeln — beobachtet. CHRISTOPHER (2000) schlief3t daraus,
dass TGF-B1 das Follikelwachstum und die Follikeldifferenzierung férdern konnte. Zu dieser
Schlussfolgerung kommen auch JUNEJA et al. (1996), die bei gonadotropinbehandelten
Mausen nach intrabursaler Injektion von TGF-B1 eine erhthte Anzahl nichtrupturierter Folli-
kel beobachteten.

Im CL der adulten Ratte wurde Gberwiegend in den grof3en Lutealzellen ein stark positives
immunhistologisches Signal nachgewiesen, wobei sich das Verteilungsmuster im Gewebe
unregelmallig darstellte (TEERDS & DORRINGTON 1992). MATSUYAMA & TAKA-
HASHI (1995) lokalisierten in der Luteal zellkultur und im Lutealgewebe der Ratte TGF-$1 in
den darin vorkommenden Makrophagen. Dabel zeigten im funktionellen CL von pseudogra-
viden Ratten viele TGF-B1 positive Zellen auch ein positives Signal fur einen Makrophagen-
marker. In der Phase der strukturellen Regression waren ebenfalls zahlreiche Makrophagen
im CL ansassig, jedoch zeigte die Mehrzahl zu diesem Zeitpunkt kein positives Signal mehr
fur TGF-B1.
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Untersuchungen im Mikrodialysesystem:

CL von Rindern, in die ein Mikrodialysesystem implantiert worden war, reagierten mit einer
gesteigerten Oxytocinsekretion nach Perfusion mit TGF-B3, insbesondere in der frihen Lu-
tealphase (SCHAMS 1992). Im CL aus der mittleren Lutealphase stimulierte TGF-3 unab-
héngig von der Dosis nach einer Perfusionszeit von 30 Minuten die Progesteronsekretion,
wéhrend sich in der Zellkultur unter dem Einfluss von TGF-B1 eine dosisabhéngige Hem-
mung der basalen und LH-stimulierten Progesteron- und Oxytocinproduktion zeigte (MY A-
MOTO et a. 1992). Grunde fur diese unterschiedlichen Ergebnisse vermuten die Autoren u.a

in der intakten bzw. fehlenden Zell-Zdl-Interaktion im in vivo- bzw. in vitro-Versuch.

Effekte von TGF-£in der Lutealzellkultur:

Untersuchungen beim Mensch:

In der Granulosaluteinzellkultur der Frau wurde eine signifikante Hemmung der Apoptose
durch TGF-f1 mittels mikrophotographischer Zahlung der apoptotischen Zelltrimmer beo-
bachtet (MATSUBARA et a. 2000). In der Granulosaluteinzellkutur von hCG-behandelten
Frauen induzierte TGF-B1 (wie auch TGF-2) zeit- und dosisabhéngig die mRNA Expression
der Inhibin- und Aktivin BB-Untereinheit, jedoch nicht der Inhibin- und Aktivin o- oder
BA-Untereinheit, wobel hCG die von TGF-f1 induzierte Expression der BB-Untereinheit
hemmte (ERAMAA & RITVOS 1996).

Unter suchungen beim Schwein:

Beim Schwein wies TGF-B1 in der Lutealzellkultur eine dosisabhéngige Hemmung der Rela-
xinfreisetzung auf, welche nach Zugabe von das die Relaxinfreisetzung stimulierendem PGE;
wieder anstieg (TAYLOR & CLARK 1992). In der Thekaluteinzellkultur (Tag 3) wurde unter
der Wirkung von TGF-$ eine ausgepragte, dosisabhangige Hemmung der LH-stimulierten
Progesteronproduktion nachgewiesen (ENGELHARDT et a. 1992). In der gleichen Untersu-
chung fiel die Dibutyryl-cAMP-Synthese unter dem Einfluss von TGF- um 25 % ab, so dass
die priméare Wirkung von TGF-$ distal des cAMP-Messenger-Systems lokalisiert zu sein
scheint.

Untersuchungen beim Nager:

In der Lutealzellkultur der Ratte hemmte TGF-f3 - ebenso wie Prolaktin — dosisabhéangig den
Anstieg der 200-HSD und damit die V erstoffwechselung von Progesteron (MATSUY AMA et
al. 1990). Der hemmende Effekt von Prolaktin auf die Aktivitat der 200-HSD wurde durch
Zugabe eines Anti-TGFB-Antikorpers abgeschwécht. Die Autoren vermuten daher, dass die
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luteotrope Wirkung von Prolaktin durch TGF-3 vermittelt sein kdnnte. In der Mischzellkultur
aus dem Ovar der Ratte flhrte der Zusatz von TGF-B1 zur selektiven Hemmung des durch
IL-1B stimulierten Nitrit-, PGE,— und Lactatananstieges sowie zur Hemmung des Glucose-
verbrauchs (DERMAN et al. 1999).

Expression der TGF-f-Rezeptoren:

Unter suchungen beim Nager:

Die Expression der TGF-B1 und —I1 Rezeptoren wurde in Theca-, Granulosa- und L utealzel-
len von Mausen gezeigt (JUNEJA et al. 1996).

Im Ovar vom Hamster wurde die mRNA des TGF-BIR und -BIIR nachgewiesen, wobei die
Expression beider Rezeptoren bis zum Tag 4 des Zyklus konstant anstieg; der danach beo-
bachtete Abfall setzte noch vor dem LH-Peak ein (ROY 2000). Hypophysenektomierte Hams-
ter zeigten eine Reduktion der Expression der mRNA des TGF-BIIR. Unter der Wirkung von
Gonadotropinen (FSH, hCG) und ovariellen Steroiden (Progesteron, Estradiol-17f3) kam es zu
einer signifikanten Induktion der TGF-BIR- und -BIIR -mRNA, wéahrend 5o.-Dihydro-
testosteron nur die Expression der TGF-BI11IR mRNA induzierte. Die Induktion der Expression
beider Rezeptoren durch Progesteron und Estradiol-178 wurde durch die Verabreichung von
Dexamethason deutlich abgeschwacht, so dass Glukokortikoide fur die negative Regulation

der TGF-3 Rezeptoren verantwortlich sein konnten.

2.2.10 Zusammenfassende Ubersicht der Effekte von Zytokinen im CL

In vitro stimulierte IL-1B speziesunabhéngig die Prostaglandinsynthese; auch eine Hemmung
der Progesteron- und Ostrogensynthese wurde unter der Wirkung von IL-1B beobachtet, wo-
bei beim Menschen die Kokultivierung von Leukozyten von Bedeutung war. Auf3erdem wur-
de die Expression der mRNA von IL-18 im CL von Mensch und Rind und das Protein im CL
von Mensch und Nager nachgewiesen.

Die Expression der mRNA von IL-2 konnte im CL beim Rind nicht nachgewiesen werden;
weitere Untersuchungen zur Protein- und mRNA-Expression liegen derzeit nicht vor. Die
Ergebnisse von in vitro-Untersuchungen fallen bei den Spezies unterschiedlich aus. Bei
Mensch und Schwein wurde unter dem Einfluss von IL-2 eine Hemmung der Progesteronpro-
duktion beobachtet, nicht aber beim Kaninchen. Bei der Ratte wurde sowohl eine hemmende

als auch eine stimulierende Wirkung von IL-2 auf die Progesteronproduktion nachgewiesen.
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In der Lutealzellkultur aus dem CL gravider Frauen zeigte sich im Vergleich zu nicht-
graviden Frauen eine hohe Produktion von IL-4, wobei I1L-4 die Progesteronproduktion stimu-
lierte. HASHII et al. (1998) schlief3en daraus, dass IL-4 bei der Transformation des CL cycli-
kum zum CL graviditatis und an der Aufrechterhaltung der CL-Funktion wahrend der
Schwangerschaft beteiligt sein kénnte.

Sowohl die Protein- als auch die mRNA-Expression von IL-6 wurde bisher nur im CL der
graviden Frau und der Ratte nachgewiesen. In vitro-Untersuchungen mit gonadotropinstimu-
lierten Granulosazellen zeigten bei Mensch, Schwein und Ratte einen hemmenden Effekt auf
die Progesteronsynthese, wobei beim Mensch unter Kokultivierung mit Makrophagen eine
Stimulierung der Progesteronsynthese beobachtet wurde. Eine Hemmung der Ostrogensyn-
these zeigte sich nach Zugabe von IL-6 bei Mensch, Rind und Ratte.

Sowohl die mRNA als auch das Protein von IL-8 wurden in humanen Granul osaluteinzellen
exprimiert, wobei deren Expression unter der Stimulation von IL-1o0 und TNF-o0 noch weiter
anstieg. Sowohl die basale als auch die durch IL-1o stimulierte Expression von IL-8 wurde
unter der Einwirkung von Progesteron unterdriick.

In der Lutealzellkultur wurde bei der Frau eine Stimulierung der Progesteronsynthese durch
Zugabe von IL-10 beobachtet. Unter Kokultivierung mit mononukledren Zellen kam es zu
einem Anstieg der 1L-10-Produktion, so dass auch hier der Zell-Zell-Interaktion eine bedeu-
tende Funktion zuzukommen scheint.

Fir TNF-o. wurde sowohl die mRNA- as auch die Protein-Expression im CL bel Mensch,
Rind, Schaf, Schwein, Kaninchen, Ratte und Maus nachgewiesen. Beim Rind zeigte sich in
Untersuchungen mit CL, in die ein Mikrodialysesystem implantiert worden war, nach Zugabe
von TNF-o. in der frihen Lutealphase ein Anstieg von Progesteron, bei abfallenden Progeste-
ronkonzentrationen ein Anstieg von TNF-o.. SHAW & BRITT (1995) folgerten daraus, dass
dieses Zytokin in Zusammenhang mit der Luteolyse stehen konnte. In dhnlichen Untersu-
chungen beim Schwein kam es in der spéten Lutealphase unter dem Einfluss von intraluteal
verabreichtem TNF-o. zu einem Abfall von Progesteron im Dialysat. In der Gonadotropin-
stimulierten Lutealzellkultur bei Mensch, Rind, Schwein und Nager wurde die Progesteron-
und Ostrogensynthese durch TNF-oc gehemmt. AuRerdem kam es unter dem Einfluss von
TNF-o in der Lutealzellkultur von Mensch, Rind und Schwein zu einem Anstieg von PGF,,
wobei die Signaltransduktion beim Rind tber die Aktivierung der Phospholipase A, und der
MAPK vermittelt zu sein scheint. TNF-o. zeigte in der Lutealzellkultur sowohl proliferative
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as auch antiproliferative Eigenschaften. In der Lutealzellkultur von Rind und Maus fihrte
eine Kombination von TNF-c, IFN-y und IL-1f zu ausgeprégten zytotoxischen Effekten.

Die mRNA-Expression von IFN-y wurde im CL beim Rind nachgewiesen, wobel sich ein
Abfall der Expression im spéten Didstrus zeigte. In CL von Schweinen, die in vivo mit IFN-y
perfundiert wurden, zeigte sich ein Anstieg der Progesteronproduktion; PRAKASH et al.
(1997) sehen darin ein Signal des jungen Konzeptus zur Aufrechterhaltung der
Gelbkorperfunktion. In der Lutealzellkultur ergab sich dagegen nach der Zugabe von IFN-y
ein Abfall der Progesteronproduktion bei Mensch, Rind und Ratte, so dass IFN-y auch
luteol ytische Eigenschaften zu haben scheint. Unter dem Einfluss von IFN-y wurde weiterhin
die Ostrogensynthese bei Mensch und Rind sowie die Prostaglandinsynthese beim Rind
gehemmt. IFN-y zeigte beim Rind zytotoxische Eigenschaften auf Lutealzellen, bei der Maus
nur in Kombination mit TNF-o. und/oder I1L-103; bei der Frau wurden keine zytotoxischen
Wirkungen nachgewiesen. Weiterhin kam es in der bovinen Lutealzellkultur unter dem Ein-
fluss von IFN-y zu einem ausgepragten Anstieg der Expression von MHC | und MHC I1.
Untersuchungen zur Expression der mRNA von TGF-B1 im CL liegen bisher nur fir die
Maus vor. Die Proteinexpression dagegen wurde bel Mensch, Rind, Schwein, Maus und Ratte
dargestellt. Beim Rind wurde unter intralutealer Perfusion von TGF-B1 ein Anstieg der Pro-
gesteron- und Oxytozinsekretion im Diaysat beobachtet, wahrend es unter Zellkulturbedin-
gungen zu einem Abfall dieser Hormone kam. Die unterschiedlichen Ergebnisse in beiden
Systemen werden auf die verschiedenen Versuchsbedingungen zuriickgefthrt. In der Luteal-
zellkultur beim Schwein wurde nach Zugabe von TGF-B1 eine Abnahme der Relaxin- und
Progesteronsekretion beobachtet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

31 Versuchsdesign

28 Hundinnen unterschiedlicher Rasse und unterschiedlichen Alters wurden im Didstrus an
den Tagen 5, 15, 25, 45 und zwischen Tag 60-80 post ovulationem (p.ov.) ovariohysterekto-
miert. Die Corpora lutea wurden aus den Ovarien separiert und auf die Expression der Zyto-
kine IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-c, IFN-y und TGF-B1 mittels RT-PCR
in Anlehnung an ein Protokoll von GRONE et al. (1999) untersucht; bei positivem Ergebnis

schloss sich eine Sequenzierung des Amplikons an.

3.2 Spendertiere

Die 28 geschlechtsgesunden Hindinnen befanden sich im Beobachtungszeitraum entweder in
Privatbesitz oder waren der Klinik (10 Beagle-Hindinnen) Uberstellt worden. Die Zuordnung
der einzelnen Tiere zu den definierten Zeitpunkten ist im Folgenden aufgefhrt:

Tag 5 p.ov. (5 Tiere):

Marla, Deutscher Schéferhund (DSH) 3 Jahre; Asta (DSH) 7 Jahre; Pila (DSH-Mischling)
1,5 Jahre; Zora 2 (DSH-Mischling) 4 Jahre; Tini (Beagle) 6 Jahre

Tag 15 p.ov. (5 Tiere):

Kim (Beagle) 4 Jahre; Pat 2 (Beagle) 6 Jahre; Fee (Stafford-Mischling) 2,5 Jahre; Reika
(Schéferhund-Husky-Mischling) 2,5 Jahre; Tina (Magyar Viszla) 18 Monate

Tag 25 p.ov. (5 Tiere):

Daisy (Cocker Spaniel-Mischling) 2,5 Jahre; Luca (Riesenschnauzer-Mischling) 20 Monate;
Flo (Beagle) 4 Jahre; Shila (Mischling) 1 Jahr; Lotte (Beagle) 3 Jahre

Tag 35 p.ov. (4 Tiere):

Fox (Beagle) 3,5 Jahre; Maja (Beagle) 3,5 Jahre; Oda (Beagle) 3,5 Jahre; Timba (Bobtail-
Schéferhund-Mischling) 11 Monate

Tag 45 p.ov. (4 Tiere):

Gil (DSH-Mischling) 1 Jahr; Snah (Golden Retriever) 3 Jahre; Luna (Beagle) 3,5 Jahre; Pat
(Beagle) 2,5 Jahre
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Tag 60-80 p.ov. (5 Tiere):

Franzi (Mischling) 6 Jahre; Shari (Mischling) 4,5 Jahre; Bonny (Jack-Russel-Terrier) 2 Jahre;
Luna 2 (Yorkshire Terrier-West Highland White Terrier-Mischling) 1 Jahr; Smba (keine An-
gaben zu Rasse und Alter; die Ovariohysterektomie wurde von einem niedergel assenen prak-
tischen Tierarzt in Gief3en durchgefihrt und die Ovarien direkt im Anschluss unter Angabe
der letzten Laufigkeitsperiode in die Klinik transferiert)

3.3 Bestimmung des Ovulationszeitpunktes und Gewinnung der Blut-

proben

CONCANNON et al. (1989) definierten den Tag der Ovulation als den ersten Tag im Verlauf
des Ostrus, an dem die Progesteronkonzentration im Plasma gleich oder groRer 5 ng/mi
(15,9 nmoal/l) liegt.

Demnach wurden zur Eingrenzung des Ovulationszeitpunktes durch Bestimmung von Pro-
gesteron ab Beginn der Laufigkeit regelmaidig im Abstand von 1-2 Tagen Blutproben aus der
Vena cephalica antebrachii oder der Vena saphena gewonnen. Die in einem NH4-Heparin-
haltigen Probenrohrchen (Fa. Sarstedt, Nirnbrecht) aufgefangen Proben wurden entweder
kurzfristig bel 4°C im Khlschrank aufbewahrt oder direkt zentrifugiert (10 min. bei 1500 g).
Nach der Zentrifugation wurde das Plasma mit einer Pasteurpipette abgehebert und in ein Po-
lypropylenréhrchen (Fa. Sarstedt, Nirnbrecht) Uberfhrt.

34 Bestimmung von Progesteron im Blutplasma

Die Bestimmung der Progesteronkonzentration mittels RIA erfolgte nach einem von HOFF-
MANN et a. (1973) etablierten Verfahren oder mittels eines automatischen Chemilumines-
zenz Immunoassay-System (ACS 180; Bayer Diagnostics, Fernwald). Bei dem von Bayer
Diagnostics entwickelten Verfahren, handelt es sich um einen heterologen, immunometri-
schen Test. Unmarkiertes Progesteron bindet an einen mit Akridiniumester markierten mo-
noklonalen Maus-Antiprogesteron-Antikorper (MAK), der im UberschuR zugegeben wird.
Danach werden die noch freien (unbesetzten) MAK an ein an paramagnetische Partikel kova-
lent gebundenes Progesteron-Derivat (PMP) gebunden. Anschlief3end erfolgt eine magneti-
sche Trennung der Progesteron-MAK-Komplexe von den PMP-MAK-Komplexen, wobei die
sich aus dem PMP-MAK-Komplex ergebende Lumineszenz gemessen wird (Bayer Di-

agnostics Kundeninformation).
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35 Ovariohysterektomie (OHE)

Jede OHE fand in der Zeit zwischen 8°° und 12°° Uhr statt. Zuvor war die Narkoseféhigkeit
der Hundin festgestel It worden.

Vor der Operation wurde ein vendser Zugang an der Vena cephalica antebrachii gelegt, tber
den die Einleitung der Narkose mit Levomethadon (L-Polamivet®, 0,75 mg/kg KGW) und
Azepromazin (Vetranquil® 1 %, 0,0375 mg/kg KGW) erfolgte. Anschliefiend wurde das
ventrale Abdomen vom Rippenbogen bis zum Becken geschoren und mit 70 % Alkohol und
Skinsept G desinfiziert.

Die Narkoseerhaltung erfolgte nach trachealer Intubation mit Isofluran, Lachgas und Sauer-
stoff. Wahrend der Operation erfolgte eine Dauertropfinfusion mit steriler physiologischer
Kochsalzlosung (Fa. Sergy Wiessner) zur Vermeidung einer operationsbedingten Dehydrie-
rung.

Die Eroffnung der Bauchhohle erfolgte durch Inzision der Linea alba 3 cm caudal des Nabels
bis etwa 2 cm cranial des Schambeins. Die beiden Uterushdrner wurden vorgelagert und die
Arteria ovarica durch eine Massenligatur sowie eine Durchstichligatur moglichst weit proxi-
mal durch ein fettfreies Fenster am Mesovar ligiert. Nach Abklemmen der Uterushornspitze
wurde das Ovar abgetrennt, in eine eisgekuhlte pysiologische Kochsalzl6sung Uberfihrt und
zur weiteren Bearbeitung ins Labor verbracht. Anschlief3end wurde das Mesometrium stumpf
durchtrennt, eine Darmklemme zur Fixierung der Zervix am kaudalen Ende angelegt und eine
Massenligatur gesetzt. Nach dem Absetzen des Uterus wurde die Schleimhaut des Vaginal-
stumpfes entfernt, das verbleibende Bindegewebe mit Jodtinktur touchiert und einstilpend
unter Einbeziehung der Uteringefal3e nach Schmieden verndht. Der Schlul3 der Laparotomie-
wunde erfolgte in 4 Schichten (SCHEBITZ & BRASS 1985) mit synthetischem, resorbierba-
rem Nahtmateria (Vicryl®).

3.6 Konservierung der Corpora lutea (CL)

Die Corpora lutea (CL) wurden aus den Ovarien separiert und so gut wie moglich vom Ubri-
gen Ovargewebe befreit, wobei die Ausbeute im Durchschnitt bel 3-4 CL pro Ovar lag. Am
Anfang der Untersuchungen wurden die CL in Tissue Tec® O.C.T (Vogel, Gief2en) in einem
Methylbutanol-Bad Uber flissigem Stickstoff schockgefroren und bel —80° C gelagert. Im
weiteren Verlauf der Untersuchung wurde Tissue Tec® durch RNAlater™ (Ambion Biotech-
nologie GmbH, Wiesbaden) ersetzt- ein wassriges, nicht-toxisches Reagenz, das zelluldre
RNA in Gewebe- und Zellproben stabilisiert und RNA in RNasereichen Geweben schiitzt.
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Dazu wurde die Gewebeprobe (jeweils ein CL mit einem Gewicht von ca. 250 mg) mit RNA-
later™ im Verhdltnis 1:6 (Masse:Vol) in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal} tiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Vor der RNA-Isolierung bzw. zur Lagerung bei -80° C wurde das CL wie-

der aus dem Reagenz genommen.

3.7 RNA-Isolierung

Zur Vermeidung unerwinschter Kontaminationen mit RNasen wurden al's vorbeugende Mal3-
nahmen grundsétzlich Handschuhe getragen sowie RNase/DNase-freie Pipettenspitzen und
Reaktionsgeféile benutzt. Des weiteren wurde das verwendete Arbeitsmaterial (Glaswaren,
Pinzetten, Mdrser, Pistill, Kryotommesser) Uber mindestens 4 Stunden bei 180°C erhitzt oder
20 Minuten bei 120°C autoklaviert [Plastikmaterial, Diethylpyrrokarbonat- (DEPC-) Wasser].
Die Arbeitsflachen wurden vor jedem Arbeitsgang mit 70 % Ethanol und einem RNase-
Inhibitor (RNase-Away, Molecular BioProducts, San Diego, USA) behandelt.

In dieser Arbeit wurde die Gesamt-RNA mittels Trizol® (GibcoBRL, Life Technologies,

Karlsruhe) in Anlehnung an das Protokol| des Herstellersisoliert:

3.7.1 Durchfihrung

a) Vorbehandlung desin Tissue Tec® O.C.T eingebetteten Gewebes (nach GRONE et al.
1999):

Zunéchst wurde der Innenraum des Kryotoms sorgféltig von eventuell anhaftenden Gewebe-

resten gesaubert und mit Kleenex-Tlchern ausgelegt. Das in O.C.T eingebettete Gewebe
wurde auf den Objekthalter aufgeblockt und je nach GrofRe des CL wurden ca. 15 Kry-
ostatschnitte von 20 um Dicke angefertigt. Jeder Schnitt wurde separat mit einer Pinzette in
ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3, das 1 ml Trizol® enthielt, Uberfihrt und bis zur vollstén-
digen Auflésung vorsichtig geschittelt.

b) Behandlung des in RNAlater® behandelten Gewebe:

Der feine Dispergierstab des Ultra-Turrax® T-8 (IKA-Werke GmbH, Staufen) wurde vor
Gebrauch 4 Stunden bei 180°C erhitzt und in das Gerét eingesetzt. Morser, Pigtill, Pinzette,
ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? und eine Fasszange wurden in einem Dewargefal? (1so-
lierschale) mit flissigem Stickstoff vorgekihlt. Das mit RNAlater® behandelte Gewebe wur-

de in flussigem Stickstoff gefroren und anschlief3end in einem Morser zerkleinert, wovon ca.
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100 mg in das vorgekuhlte und mit 1 ml Trizol® versehene 2 ml Eppendorf-Reaktiongefald
uberfihrt und mittels des Ultra-Turrax® T-8 homogenisiert wurde.

Wurden mehrere Proben hintereinander homogenisiert, wurde der Stab des Ultra-Turrax®
zuné&chst in 4 N NaOH, dann in 70 % Ethanol und schliefdlich in DEPC-Wasser von anhaften-

den Geweberesten gereinigt.

Weiteres Vorgehen zur RNA-Isolierung:

Zu den in Trizol® aufgel6sten bzw. homogenisierten Proben (Punkte a und b, s.0.) wurden
300 ul eisgekiihltes (-20°C) Chloroform (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) zugegeben. Die Pro-
be wurde danach etwa 15 Sekunden geschuttelt, Uber 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlief?end zur Phasentrennung Uber 15 Minuten bei 4°C und 11000 x g
zentrifugiert.

In der oberen (wéasserigen) Phase befindet sich die RNA, diein ein frisches 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefad tberfuhrt wurde. Der Rest der Probe wurde verworfen.

Zur wasserigen Phase wurden zur weiteren Aufreinigung der RNA erneut 300 ul eisgekthltes
Chloroform zugegeben und der Trenn- bzw. Aufreinigungsschritt wiederholt.

Zu der in ein neues 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfuhrten oberen, wasserigen Phase
wurde ein gleicher Volumenanteil (400-600 pl) eisgekuhlten Isopropanols (Roth GmbH &
Co., Karlsruhe) zugegeben. Das Ausfédlen der RNA wurde durch Belassung der Proben ent-
weder Uber 30 Minuten bei —20°C oder tber Nacht bei —80°C forciert. Die bel —20°C belasse-
nen Proben wurden direkt im Anschluf3, die bei —-80°C belassenen Proben nach dem Auftauen
bei 4°C und 12000 x g abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das verbliebene Pellet jeweils zweimal mit eisgekiihltem
75 %igen Ethanol (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) gewaschen, gevortext, 10 Minuten auf Eis
gestellt und danach bei 4°C und 12000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet etwa 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet bis es ein glasiges Aussehen
angenommen hatte. Danach wurde das Pellet in 50 ul Diethylpyrocarbonat-behandeltem Was-
ser (DEPC-Wasser) resuspendiert, dem 1 U/ul RNase-Inhibitor (MBI-Fermentas, St. Leon-

Rot) zur Unterdriickung der RNase-spezifischen Enzymaktivitét zugegeben worden war.
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3.8 Bestimmung der RNA-Konzentration und Herstellung einer
RNA-Gebrauchsverdinnung

Die Messung erfolgte in einem UV-Spektrophotometer (Eppendorf) bei 260 nm (OD2gonm:
Faktor 1:40 ug RNA/ml). Dazu wurde eine Verdinnung von 1:20 der RNA mit DEPC-
Wasser hergestellt und DEPC-Wasser als Leerwert mitgefuhrt.

Die Bestimmung der Reinheit der RNA erfolgte ebenfalls photometrisch. Dabei sollte a's In-
dikator fur nur geringe Verunreinigungen der RNA mit DNA oder Proteinen die ,, Rati0260/280°
zwischen 1,40 bis 2,00 (Optimum 2,00) liegen.

Anhand der gemessenen Konzentration wurde eine Endverdiinnung von 100 ng RNA/ul mit
DEPC-Wasser hergestellt und bis zur weiteren Verwendung bel —20°C gelagert. Die unver-
dinnte Stamml ésung der RNA wurde bei —80°C aufbewahrt.

3.9 DNase-Behandlung

Eine Behandlung der gewonnenen RNA-Probenlésung mit DNase wurde vor jeder RT-PCR
durchgefihrt, um eine Amplifikation von eventuell noch in der Probe vorhandenen genomi-

schen Sequenzen und somit ein falsch positives Ergebnis zu vermeiden.

391 Durchfuhrung

Pro Probe wurden in ein 0,5 ml PCR-Tube 3,25 ul eines Vorgemisches bestehend aus
1 ul Manganchloridldsung (10 mM; Sigma), 1 ul 10 x PCR-Puffer 11 (500 mM KCI, 100 mM
Tris-HCI, pH 8,3; aus dem RNA PCR Core Kit von Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt), 1 ul DNase I, RNase-frei (10 U/ul, Roche Molekular Biochemicals, Mannheim)
und 0,25 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul; MBI Fermentas) einpipettiert. Es folgte die Zugabe
von 6,65 ul RNA-Ldsung (100 ng/ul) zu einem Endvolumen von 9,90 pl.

Der Ansatz wurde gemischt und das Tube zur Vermeidung des Anhaftens von Tropfen an der
Gefawand abzentrifugiert. Die Inkubation erfolgte im T1 Thermocycler 48 (Whatman Bio-
metra, Gottingen) tber 10 Minuten bei 37°C; die enzymatische Reaktion wurde danach durch
Inkubation Uber 5 Minuten bei 75°C abgestoppt.

Da eine Stabilitét der RNA nach der DNase-Behandlung nur tber ca. 0,5 - 1 Stunden gewahr-
leistet ist, wurde die RT-PCR direkt im Anschlul® daran durchgefihrt.
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3.10 Reverse Transkription (RT-PCR)

Die mit DNase behandelte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der , Murinen Reverse Transkripta-
se" in cDNA umgewandelt, die spéter als Matrize (Template) fur die Amplifizierung einge-
setzt wurde. Als Startprimer wurden unspezifisch bindende Primer (Random Hexamers) ein-
gesetzt.

Zur Durchfihrung wurden die Reagenzien des RNA PCR Core Kit (Perkin-EImer Applied
Biosystems GmbH, Weiterstadt) in Anlehnung an das vom Hersteller mitgelieferte Protokoll
eingesetzt. Dieses Kit beinhaltet u.a. 10 x PCR-Puffer 11 (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCl,
pH 8,3), Magnesiumchloridiésung (MgCl,; 25 mM), Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP;
jeweils 10 mM in bidestilliertem Wasser, mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt) von Adenin
(dATP), Guanin (dGTP), Cytosin (dCTP) und Thymidin (dTTP), Random Hexamers
(50 uM), RNase-Inhibitor (20 U/ul), Murines Leukamie Virus (MuLV) Reverse Transkriptase
(50 U/ul) und AmpliTag® DNA Polymerase (5 U/ul) fur die RT-PCR und anschlief3ende
Amplifikation.

3.10.1 Durchfihrung

Pro Probe wurden in ein 0,5 ml PCR-Tube 8,5 ul eines Vorgemisches bestehend aus 2 ul
Magnesiumchloridlsung (25 mM), 1 ul 10x PCR-Puffer 11, jeweils 1 ul dATP, dGTP, dCTP
und dTTP (jeweils 10 mM), 0,5 ul Random Hexamers (50 uM), 0,5 ul RNase-Inhibitor
(20 U/ul) und 0,5 ul der MuLV Reverse Transkriptase (50 U/ul) einpipettiert. Es folgte die
Zugabe von 1,5 ul der mit DNase behandelten RNA-LAsung zu einem Endvolumen von
10,0 ul.

Der Ansatz wurde gemischt und das Tube zur Vermeidung des Anhaftens von Tropfen an der
Gefawand abzentrifugiert. Die Probe wurde danach in den T1 Thermocycler 48 verbracht
und nach folgendem Programm behandelt:

8 Minuten bei 21°C zur verbesserten Anbindung der Random Hexamers an die RNA,
15 Minuten bel 42°C zur reversen Transkription, 5 Minuten bei 99°C zur Inaktivierung der

MuLV Reverse Transkriptase und weitere 5 Minuten bei 5°C zur Abkihlung des Ansatzes.

Die nach der Reversen Transkription vorliegende cDNA ist stabil und kann bei —20°C bis zur

weiteren Untersuchung gelagert werden.
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3.11 Amplifikation (PCR)

Die Amplifikation erfolgt in drei zyklischen Schritten (siehe auch Abb. 3, S. 68):

1. Denaturierung doppelstrangiger DNA zu 2 Einzelstrangen bel einer Temperatur von
ca 94° C.

2. Hybridisierung von im Uberschul3 vorliegenden Oligonukleotiden (Primer) an ihre
komplementéren Sequenzen bei einer Temperatur von ca. 59°C. Dieser Schritt wird
auch als,,Annealing” bezeichnet.

3. Nach Zugabe der DNA-Polymerase, welche die Primer als Startsignale erkennt,
kommt es zur komplementéren Verlangerung (Elongation) der Einzelstrange zum
Doppelstrang durch Baseneinbau (dNTP). Die Elongation findet bei einer Temperatur
von 72°C statt und erfolgt dabel immer vom 5" -o-Phosphat des dNTP's in Richtung
der endstandigen 3"-Hydroxylgruppe des wachsenden DNA-Stranges.

Die gewtnschten kurzen Zielsequenzen werden ab dem 4. Zyklus exponentiell amplifiziert,
wahrend die langen Anfangsprodukte linear vervielfédtigt werden. Die Zyklusschritte 1-3
konnen 20 bis maximal 40 mal wiederholt werden. Danach sinkt die Ausbeute durch Abnah-
me sowohl der Enzymmenge als auch der Enzymaktivitét und es besteht die Gefahr der
Hybridisierung der Strange untereinander infolge der nun im UberschuR vorliegenden Ziel-
DNA.
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Abb. 3: Ablauf der PCR-Reaktion
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Die zur Durchfiihrung der PCR benétigten Reagenzien sind im Folgenden beschrieben:

M agnesiumchlorid (MgCly):
MgCl; bildet mit den dNTP s 16sliche Komplexe und erméglicht so ihren Einbau in die DNA.
Es stimuliert die Polymeraseaktivitéat und erhoht die Schmelztemperatur sowohl des DNA-

Doppelstranges a's auch der Bindung zwischen Primer und Matrize und beeinflusst dadurch
die Spezifitdt und Ausbeute der PCR.

PCR-Puffer:

Die Wahl des PCR-Puffers ist abhéngig von der Wahl der DNA-Polymerase; z.B. ist die
Verwendung der Tag-Polymerase an eine Losung aus Kaliumchlorid und Tris-Salzsiure ge-
bunden.

dNTP:
Die 4 Basen ( siehe Kapitel 3.10.) sind notwendig zur Verlangerung des DNA-Stranges. Die
Nuklectide werden am 3"-Hydroxylende des Primers angehangt.

DNA-Polymerase:
Es sind mittlerweile viele verschiedene Polymerasen im Handel erhdtlich, die sich durch ein

unterschiedliches Temperaturoptimum oder der Exonukleaseaktivitét (hydrolytische Spaltung
von Mononukleotiden vom 3'- oder 5°-Ende der RNA oder DNA) unterscheiden. Die Tag-
Polymerase ist ein hitzestabiles Enzym, das aus dem Bakterium , Thermus aquaticus® in einer
Thermalquelle im Yellowstone-Nationalpark/USA isoliert wurde. Das Enzym besitzt ein
Temperaturoptimum bei 70-80°C und erreicht eine DNA-Synthesegeschwindigkeit von
35-100 Nukleotiden/Sekunde.

In dieser Arbeit wurde die AmpliTag® DNA Polymerase (PE, Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt) verwendet, eine 94 kD schwere DNA-Polymerase, die rekombinant aus einer
modifizierten Form von Thermus aquaticus hergestellt wurde und dieselben Eigenschaften

wie die Tag-Polymerase besitzt.

Optimierung der PCR:

Eine Optimierung der PCR ist notwendig, wenn sich zeigt, dass in der nachfolgenden Gele-
lektrophorese keine oder unsaubere DNA-Fragmente erhalten werden. Die Ergebnisse der
PCR sind in hohem Ausmal’ abhangig von der Qualitét und Konzentration der vorliegenden



MATERIAL UND METHODEN 71

Matrize sowie der Primerkonstellation und Primerkonzentration. Geeignete M 6glichkeiten zur
Optimierung sind eine Anderung der Temperaturprofile (Heiz- und Abkuhlzeiten, Zyklen-
zahl) oder eine Anderung der MgCl,-, der Matrizen- und der Primerkonzentration.

Auch in dieser Arbeit musste das Protokoll (GRONE et al. 1999) optimiert werden, da der
T1 Thermocycler 48 im Vergleich zu anderen Gerédten eine hohe Aufheizgeschwindigkeit
(2°C/Sekunde) besitzt und dadurch sowohl die Annealingzeit als auch die Elongationszeit
heraufgesetzt werden. Dementsprechend wurde die Annealingtemperatur etwas abgesenkt, so
dass alle zZytokine schliefdlich unter dem gleichen Protokoll amplifiziert werden konnten.
Auch die Primer bestimmter Zytokine mussten fir die vorgesehene Untersuchung an CL neu

ausgewahlt werden.

3111 Durchfiihrung der PCR (in Anlehnung an ein Protokoll von GRONE et
al. 1999)

Pro Probe wurden in ein 0,5 ml PCR-Tube 40 ul eines Vorgemisches bestehend aus 2 ul
Magnesiumchloridlosung (25 mM), 4 ul 10x PCR-Puffer 1I, 1 pl des Primerpaares
(15 pmol/ul), 0,25 ul AmpliTag® DNA Polymerase (5 U/ul) und 32,75 ul DEPC-Wasser
einpipettiert. Es folgte die Zugabe von 10 ul der bei der reversen Transkriptase gewonnenen
cDNA-L6sung zu einem Endvolumen von 50,0 pl.

Die Probe wurde gemischt, zur Vermeidung des Anhaftens von Tropfen an der Gefal3wand
des Tubes abzentrifugiert und im T1 Thermocycler 48 der Reihe nach wie folgt inkubiert:

1 Minute bei 94°C, Uber 40 Zyklen von jeweils 1 Minute bei 94°C, Gber 2 Minuten und
15 Sekunden bei 58,5°C und tber 1 Minute und 30 Sekunden bei 72°C.

Zur vollstandigen Elongation der DNA-Strénge wurde die Probe abschlief3end noch 6 Minu-
ten bel 72°C inkubiert.

Bel jeder PCR wurde eine Positivkontrolle sowie eine Negativkontrolle mitgefuhrt (s. Kap.
3.14).

Die PCR-Produkte kénnen anschliefRend bei —20°C stabil aufbewahrt werden.
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3.11.2 Primer

Primer sind Oligonukleotide, die etwa 15-30 Basen umfassen sollten und als Starthilfe fur die
Synthese des komplementédren Stranges bendtigt werden. Sie flankieren den Beginn [, Sense® -
(S) Primer] und das Ende [, Antisense”- (AS-) Primer] der gewtinschten Region in der Ziel-
DNA und werden als , Primerpaar® eingesetzt. In jedem Primer sollten alle 4 Basen etwa
gleich haufig vertreten sein bzw. der prozentuale G/C-Anteil zwischen 40-60 % betragen. Der
Primer sollte nicht komplementér zu sich selbst oder seinem Partner sein, besonders nicht am
3"-Ende, da es sonst zur Bildung von Primerdimeren oder Hairpins kommt, die Artefakte der
PCR darstellen. Zudem sollte eine interne Sekundarstruktur und eine langere Abfolge von
gleichen Basen in der Primersequenz vermieden werden. Die Primer sollten gereinigt und von
hochster chemischer Integritét sein, stets im Uberschul? eingesetzt werden und jeder Primer
pro Primerpaar in gleicher Konzentration vorliegen.

Zur Konzeption von Primern sind viele Programme (z.B. Genruler®) kommerziell erhdtlich,
die gleichzeitig auch die Primerqualitét hinsichtlich von Dimeren, Hairpins und Sekundéar-

strukturen anzeigen.

Die Synthese der in dieser Arbeit verwendeten Primer erfolgte durch die Firma MWG Biotech
AG, Ebersberg. Die dazu notwendigen Vorgaben zur Nukleotidsequenz ergaben sich entwe-
der aus Informationen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Baumgéartner (Institut fir Veterinar-
Pathologie, Gief3en) oder wurden aus der Literatur Ubernommen. Die einzelnen Primerpaare
charakterisierende Angaben sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Die Primer wurden nach dem Protokoll des Herstellers mit DEPC-Wasser aufgeldst und zu
einer Konzentration von jeweils 15 pmol/ul verdinnt. Jeweils ein Aliquot der Primerpaare

wurde vorher 1:1 (Vol/Vol) gemischt.
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3.12 Agar osegelelektrophor ese

Bei der Elektrophorese erfolgt die Auftrennung geladener Teilchen im elektrischen Feld in
einem Tragermedium (z.B. Agarose oder Polyacrylamid) nach der MolkilgrofRe und der Mo-
lekilladung. Agarose ist ein Polysaccharid, das aus roten Meeresalgen gewonnen wird. Durch
Variation der Agarosekonzentration im Gel konnen lineare DNA-Fragmente der Grof3e
0,1-60 kb separiert werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird von der angelegten Span-
nung, der Gesamt-Nettoladung des Molekiils, der Grofe und Gestalt der DNA-Fragmente, der
Porengrof3e des Tragers, dem pH-Wert, der Temperatur und der lonenstérke des Puffers be-
stimmt.

Da DNA aufgrund der negativen Ladungen der Phosphatgruppen im basischen Milieu Poly-
anionen sind, wandert sie im elektrischen Feld von der Kathode (-) zur Anode (+).

Zur Grolenbestimmung und Zuordnung der Nukleinsaurefragmente werden bei der gele-
lektrophoretischen Auftrennung GrofRenstandards mitgefihrt. Zur Sichtbarmachung der
Fragmente wird das Gel mit Ethidiumbromid geférbt, das mit den Basen der DNA interka-

liert.

3121 Durchfuhrung

Die Gelelektrophorese erfolgte in einem 2 %igen Agarosegel. Dazu wurde die Agarose durch
zweimaliges Aufkochen in einem Mikrowellengerét (Moulinex, Solingen) in 1x TBE-Puffer,
der gleichzeitig auch als Trennpuffer bzw. Laufpuffer diente, gelost. Fir ein kleines Gel in
einer horizontalen Mini-Kammer (Hofer®, Pharmacia Biotech, Freiburg) wurden insgesamt
40 ml, fur ein mittleres Gel in der horizontalen Midi-Kammer (Keutz, Labortechnik GmbH,
Reiskirchen) wurden 90 ml TBE-Puffer verwendet.

Nach dem Abkihlen der Agarosel 6sung auf ca. 60°C wurden 0,8 ul (fur ein kleines Gel) bzw.
1,9 ul (fur ein mittleres Gel) Ethidiumbromid (1 %; Roth GmbH & Co., Karlsruhe) zugesetzt,
gemischt und die Kammer nach Einsetzen in die Gief3vorrichtung mit dem Gel gefiillt und bis
zum Erstarren stehen gelassen.

15 ul PCR-Produkt (Amplikon) wurde nach Zugabe von 1,5 ul Ladepuffer (6x Loading Dye
Solution; MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und unter parallelem Mitfuhren von 1,5 ul einer
100 bp DNA Ladder (GeneRuler™, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) als GroRRenstandard, der
mit 1,5 pl 6x Loading Dye Solution und 7 pl Wasser versetzt wurde, in die Taschen des Aga-
rosegels gefllt.
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Die DNA wurde bei 125 Volt Gber 40 Minuten (2301 Macrodrive 1 Powersupply; LKB
Bromma, Golden, USA) mit 1x TBE-Puffer als Laufpuffer aufgetrennt. Die Laufgeschwin-
digkeit liefd sich am mitgefthrten Bromphenolblau und Xylencyanol FF des Ladepuffers ab-

schétzen.

3.12.2  Auswertung der Agarosegele

Die Auswertung der Agarosegele erfolgte im UV-Transluminator Biostep (Biostep GmbH,
Jahnsdorf) bei 312 nm aufgrund der fluoreszierenden Eigenschaften des Ethidiumbromids,
das mit den Basen der DNA interkaliert.

Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer digitalen Gelkamera und der Bildbearbeitungs-
software Phoretix Grabber 3.01 (Biostep GmbH, Jahnsdorf) sowie Total Lab v1.10 (Biostep
GmbH, Jahnsdorf).

3.13 Auswertung der Ergebnisse

Die RNA-Isolierung, RT-PCR und Amplifikation jeder Probe wurde in zwei Versuchsdurch-
laufen (1. VD, 2. VD) durchgefihrt.

Der 1. VD erfasste die Expression bzw. Nichtexpression der Zytokine im Lutealgewebe der
Hindinnen zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten (Tag 5, 15, 25, 35, 45 und
60-80), der 2. VD diente zur Bestadtigung der Ergebnisse, dieim 1. VD erzielt wurden.

Dabel handelte es sich jeweils um einen qualitativen Nachweis der mRNA im CL.

3.14 Kontrollen
Zur Vermeidung von falsch positiven oder falsch negativen Fehlinterpretationen wurden bei

jeder PCR Kontrollen angesetzt.

3.14.1 Positivkontrolle

Um die Eignung der ausgewahlten Primer zu bestétigen, wurde RNA aus mit Concanavalin A
(Con A) stimulierten Leukozyten vom Hund mitgefihrt.
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3.14.11 Lymphozytenstimulationstest (LTT) zur Gewinnung einer Positivkontrolle

Con A ist ein Lektin, das aus der Schwertbohne (Concanavalia ensiformis) gewonnen wird
und als Mitogen die Stimulierung humaner, muriner und caniner T-Zellen bewirkt, die dar-
aufhin mit der Produktion eines breiten Spektrums an Zytokinen beginnen (ROITT et al.
1993, GERBER & BROWN 1974). RNA aus mit Con A stimulierten caninen Lymphozyten
stellte daher fur die vorliegenden Untersuchungen eine ideale Positivkontrolle dar.

Fur eine solche Stimulation ist es alerdings notwendig, die mononuklegren Zellen von den
ubrigen Blutbestandteilen so weit wie mdglich zu trennen.

3.14.1.1.1 Lymphozytenisolierung mittels einstufiger Perkoll ®-Dichtegradientenzentrifu-

gation

Die Auftrennung der einzelnen Blutbestandteile und damit die Isolierung der Lymphozyten
erfolgte nach dem spezifischen Gewicht in einem Perkoll ®-Dichtegradienten. Daher befinden
sich die Erythrozyten und Neutrophilen Granulozyten nach der Zentrifugation als Sediment
am Boden des Zentrifugenrohrchens, darlber die Perkoll®-Lage, gefolgt von der weil3en,
triben Bande der mononukleéren Zellen, a's oberste Schicht bildet das Plasma den Abschlufi.
GONDOLF (1994) erzielte beim Hund mit einem Perkoll®-Anteil von 57,5 %, welches einer
Dichte von 1,072 g/ml entspricht, mit 87,0 % den hochsten Lymphozytenanteil.

Eswurde wie folgt vorgegangen:

50 ml Blut wurden von einem klinikseigenen, klinisch gesunden Beagle-Ruden (Bilbo, 8 Jah-
re) durch Punktion der Vena cephalica antebrachii gewonnen und in sterilen 10 ml NHs-
Heparinréhrchen (Sarstedt, Numbrecht) aufgefangen. Die Proben wurden unmittelbar nach
der Entnahme weiterverarbeitet.

Das gewonnene Heparinblut wurde im Verhaltnis 1:3 (Vol/Vol) mit steriler ,, Phosphat Buffe-
red Saline” (PBS) verdinnt. Perkoll® (Biochrom KG, Berlin; spezifische Dichte 1,124 g/ml)
wurde mit sterilem PBS zu einer spezifischen Dichte von 1,072 g/ml verdunnt.

Die Umrechnungsformel nach Angabe des Herstellers fiir die Dichte lautet:

D [g/ml] — 1,005
Vol % Perkoll (1,124 g/ml) = x 10° (D = gesuchte Dichte)
1,19
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In einem sterilen 50 ml Zentrifugenréhrchen (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)
wurden 15 ml des verdinnten Perkolls® vorgelegt und mit 25 ml verdiinntem Blut vorsichtig
Uberschichtet. Die Rohrchen wurden bel 800 x g und 15°C dber 20 Minuten unter Ausschal-
tung der Bremsfunktion zentrifugiert (Heraeus MinifugeRF; Heraeus Instruments GmbH,
Hanau). Danach wurde der weil3e Zellring mit einer sterilen 2 ml Glaspipette abgesaugt und
zunachst 2 x mit PBS (400 x g, 4°C, 10 Minuten) gewaschen. Anschlief3end wurden die Zel-
len nochmals mit Roswell Park Memoria Institute Medium 1640 (RPMI 1640) mit
L-Glutamin (PAA, Laboratories GmbH; Linz, Osterreich) gewaschen (s.0.) und im gleichen
Medium resuspendiert.

3.14.1.1.2 Zellzahlbestimmung und Vitalitatsprifung

200 ul der resuspendierten Zellsuspension wurden mit 400 ul 0,36 %iger Trypanblaul Gsung
(Biochrom KG, Berlin) gemischt. Die Gesamtzellzahl und der Prozentsatz der lebenden, nicht
angefarbten Zellen sowie der toten, diffus blau gefarbten Zellen wurden in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die Zellvitalitét ergab sich mit ca. 95 %.

3.14.1.1.3 Stimulationsparameter

Gefriergetrocknetes Con A (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) wurde mit RPMI
1640 zu einer StammlGsung mit einer Konzentration von 100 ug/ml hergestellt. Diese wurde
in Aliquoten von 500 ul in sterile 1 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3e abgefillt und bis zur
Verwendung bei —20°C gelagert.

Die Zellsuspension wurde auf eine Zellzahl von 3,0 x 10° Zellen/ml mit Kulturmedium einge-
stellt. Als Kulturmedium diente dabei RPMI 1640 mit L-Glutamin, dem 10 % fetales Ké&lber-
serum (FKS; PAA Laboratories GmbH; Linz, Osterreich), 1% Penicillin (Biochrom KG, Ber-
lin; 20000 U/ml ) und 1 % Streptomycin (Biochrom KG, Berlin; 10000 ug/ml) zugesetzt wor-
den waren. Zur Stimulation wurde die Zellsuspension (3,0 x 10° Zellen/ml; s.0.) mit Con A
versetzt, so dass sich eine Konzentration von 5 ug Con A/ml ergab. Jeweils 2 ml dieser Zell-
suspension wurden pro well in einer sterilen 6-well-Gewebekulturplatte (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen) bei 37°C und 5 % CO, fir 24 Stunden inkubiert.

Nach 24-stindiger Kulturdauer wurde die Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen tber-
fuhrt und Uber 10 Minuten bei 600 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet in PBS resuspendiert und erneut Uber10 Minuten bel 600 x g abzentrifugiert. Dasin
PBS resuspendierte Zellpellet wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt, nochmals abzentri-
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fugiert und nach Entfernen des Uberstandes in 1 ml Trizol® durch auf- und abpipettieren sus-
pendiert. Die nachfolgende Isolierung der RNA erfolgte nach dem im Kapitel 3.7.1 beschrie-

benen Versuchsprotokoll.

3.14.1.2 Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

Die Integritét der RNA und die erfolgreiche Amplifikation wurde durch Erfassung der Ver-
vielfaltigung von GAPDH kontrolliert.

GAPDH gehort wie B-Actin, Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) oder Porpho-
bilinogen-Deaminase (PBGD) zu den sogenannten ,, Houskeeping Genes* (FOSS et al. 1998,
FINKE et a. 1993). Definitionsgemal? sind dies Gene, deren Funktion fur alle Zellarten eines
Organismus essentiell ist und die daher konstant in jeder Zelle exprimiert werden.

Das Gen von GAPDH katalysiert die Reaktion von GAPDH zu 1,3-Diphosphoglycerat, wird
durch verschiedene Metaboliten des Glukose-Metabolismus reguliert und kann durch Insulin
in einer Adipozytenzelllinie induziert werden (ERCOLANI et al. 1988).

Die partielle cDNA von caninem GAPDH wurde von GRONE et al. (1996) kloniert und se-
guenziert. Sie ist 191 Basenpaare lang und besitzt einen offenen Leserahmen, der 59 Amino-
sduren kodiert.

Der Einsatz von GAPDH als Kontrollgen bei der RT-PCR kann jedoch Probleme bereiten, da
beim Menschen Pseudogene beschrieben wurden, deren Amplifizierung zu PCR-Produkten
gleicher Lange wie bei der Amplifizierung von cDNA filhren (GRONE et al. 1999). Obwohl
Uber Pseudogene beim Hund noch nicht berichtet wurde, kénnten sie dennoch existieren. Mit
einer DNase-Behandlung (s. Kap. 3.9) kann das Auftreten dieser falsch positiven Ergebnisse
mit hoher Wahrscheinlichkeit vermieden werden.

Weitere Angaben fir die zur Amplifikation der GAPDH verwendeten Primer finden sich in
den Tabellen 2aund 2b.
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Tabelle 2a: Ausgewéhlte Primer fir GAPDH

Primer Sequenz L ange des Amplikons
GAPDH S 5-GGG GCCATCCACAGT CTTCT-3 229 b
GAPDHAS |5-GCCAAGAGGGTCATCATCTC-3 P
Tabelle 2b: Herkunft von GAPDH (hergestellt von MWG Biotech AG, Ebersberg)

. Accession-Nr. . L | MW | Ts
Primer Quelle (Genbank) Spezies, Nukleinsaur e, Position [g/mol] | [°C]
C. fam., mRNA, Position:340,

GAPDHS | o oneetal. |6983846/ | Homo sap., mRNA, Position: 406 | 9002 |99
GAPDH AS (1996) NM_002046 |C. fam., mRNA, Position:567, 6083 |55.4

Homo sap., mMRNA, Position:633

* Angabe der Anlagerungsposition der ,,S*- bzw. ,AS*-Primer in der Gensequenz der
Datenbank
MW = Molekulargewicht, Ts = Schmelztemperatur des Primers, S = Sense Primer; AS = An-

ti-sense Primer; C. fam. = Canis familiaris ; Homo sap. = Homo sapiens

3.14.2 Negativkontrolle

Aufgrund der inhdrenten Sensitivitdt der Methode und der Gefahr der Kontamination von

Substrat und Lésungen mit RNA bzw. DNA sind Negativkontrollen notwendig. Hierzu wurde
DEPC-behandeltes Wasser anstelle der RNA auf der Stufe der DNase-Behandlung eingesetzt
und dieses bis zur Amplifikation wie die regul&re Probe behandelt.
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3.15 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte durch eine automatisierte Sequenzierungs-
methode nach SANGER et al. (1977) Uber die Firma Qiagen GmbH, Hilden.

Dazu wurden der Firmafolgende Unterlagen Uberlassen:

PCR-Produkte, Sense- und Antisense-Primer sowie Lange des Amplikons.

Aus Kostengrtinden wurden dabei fur jedes Zytokin nur ein bis zwei PCR-Produkte aus Lu-
tealgewebe oder mit Con A stimulierten caninen Lymphozyten untersucht.

Die Auswertung erfogte mit dem aus dem Internet frei erhdltlichen Programm ,, Chromas-2“.

3.16 I mmunbhistologische Unter suchungen

Da die Expression der RNA keinen Anhalt liefert, inwiefern eine Expression auf der Ebene
der Proteine stattfindet, wurde versucht, die Expression immunhistologisch in Anlehnung an
ein Protokoll nach HOFFMANN & BUTTNER (1998) an paraffineingebetteten Proben zu
untersuchen.

Da keine kommerziellen Antikorper gegen Zytokine vom Hund zur Verfligung standen, wur-
de versucht, mit Antikorpern gegen Zytokine des Menschen bzw. des Schweines zu arbeiten.
Aufgrund einer Homologie von 88 % gegen humanes TNF-o. und 94 % zu humanem bzw.
92 % gegen porcines TGF-B1 war mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit erwartet worden,

dass ausreichend Kreuzreaktionen zur Markierung caniner Zytokinen auftreten.

Folgende Antikdrper wurden ausgetestet:

Rabbit Anti-human Tumor Necrosis Factor-¢, polyklonal (DPC Biermann, Bad Nauheim)
Mouse Anti-human Transforming Growth Factor-£, monoklonal (Klon TB21; DPC Bier-
mann, Bad Nauheim)

Rabbit Anti-porcine Transforming Growth Factor-£1, polyklonal (DPC Biermann, Bad

Nauheim)
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3.17 Materialien und Ger ate

3.17.1 Primer

Alle dazu gemachten Angaben finden sich in Tabelle 1 (s. S.72/73).

3.17.2 Puffer und L 6sungen

PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl (Natriumchlorid) 8,009
KCI (Kaiumchlorid) 0,20¢g
NaHPO, ¢ 2 H,O (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat) 1,449
KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat) 0,24 ¢

In ca. 800 ml Aquadest. |6sen und auf pH 7,4 einstellen
Mit agqua dest. ad 1 |

20 min. bei 121°C autoklavieren

Ethanol (75%)
Ethanol reinst (100%) 75 ml

DEPC-Wasser 25 mi

0,5M EDTA Na& e 2 H,0O (Ethylendiamin-Tetraessigsdure Dinatriumsalz Dihydrat)
EDTA Naye 2 H,0O 37,229
Aquadest. ca. 160 mi
Mit ca. 4 g NaOH-Platzchen auf pH 8,0 einstellen (erst dann geht EDTA in LOsung)
Mit agua dest. ad 200 ml

Tris-Borsaure-EDTA-Puffer (10x) [TBE (10x)]

Tris 108 g
Borsaure 55¢
0,5M EDTA (pH 8,0) 40 ml

Aquadest. adll

82
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Tris-Borsaure-EDTA-Puffer (1x) [TBE (1x)]
TBE (10x) 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

DEPC- (Diethylpyrocarbonat-) Wasser (0,1 %)
1 ml DEPC auf 11 Aquadest.

12 h bei 37°C unter Ruhren inkubieren

20 Minuten bei 121°C autoklavieren

3.17.3 Reagenzien

e Trizol® Reagent (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe)

e Chloroform, Rotisolv® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e |sopropanol/2-Propanol, Rotipuran® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e Ethanol (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e DEPC (Diethylpyrocarbonat; Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

o RNAlater (Ambion Biotechnologie GmbH, Wiesbaden)

e MnCl,; (Manganese chloride, 1 M; Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e DNasel, RNase-frei, 10 U/ul (Roche Molekular Biochemicals, Mannheim)

e RNase-Away (Molecular BioProducts, San Diego, USA)

e RNase Inhibitor, 40 U/ul (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e GeneAmp RNA PCR Core Kit® (Perkin EImer Applied Biosystems GmbH, Welterstadt)

o Tissue-Tek® (O.C.T.) Einbettungsmedium (Vogel, Gief3en)

e 2-Methylbutan (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e Agarose, ultra Pure, electrophoresis grade (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe)

e 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e 6X Loading Dye Solution (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e Ethidiumbromid 1 %, (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e Tris, Pufferan® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e Borsdure, Pufferan® (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

e EDTA Na e 2 H,O (Ethylendiamin-Tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat; Roth GmbH
& Co., Karlsruhe)

e NaCl (Natriumchlorid; Merck, Darmstadt)
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e KCI (Kaliumchlorid; Merck, Darmstadt)

e NaHPO, ¢ 2 H,0O (Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat; Merck, Darmstadt)

e KH,PO, (Kaiumdihydrogenphosphat; Merck, Darmstadt)

e RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) mit L-Glutamin (PAA Laborato-
ries GmbH, Linz, Osterreich)

e Fetales Kélberserum (PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich)

e Penicillin, 10000 U/ml; Streptomycin 10000 ug/ml (Biochrom KG, Berlin)

e Perkoll® 1,124 g/ml (Biochrom KG, Berlin)

e Trypanblau (Biochrom KG, Berlin)

e Concanavalin A (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

3174  Auflistung der Geréte

e ACS180™ PLUS System (Chiron Diagnostics) mit dazugehtrigen Chemicalien

e Ultra-Turrax® T-8 mit Dispergierwerkzeug S8 N-5G (IKA-Werke GmbH, Staufen)

e Kryotom 2800 Frigocut-E (Reichert-Jung, Nussloch)

e T1 Thermocycler 48 (Whatman Biometra, Gottingen)

e Eppendorf Biophotometer (Eppendorf AG, Hamburg)

e Hoefer® HE 33 Mini Horizontal Submarine Unit Elektrophoresekammer 7 x 10 cm,
Gief3kammer und Kamm (Pharmacia Biotech, Freiburg)

e Flachgel-Elektrophoresekammer ,Midi“ 100 x 150 mm, Gief3kammer und Kamm (Keutz
Labortechnik GmbH, Reiskirchen)

e 2301 Macrodrive 1 Powersupply (LKB Bromma, Golden, USA)

e UV-Transduminator Biostep (Biostep GmbH, Jahnsdorf)

¢ Bildbearbeitungssoftware Phoretix Grabber 3.01 (Biostep GmbH, Jahnsdorf)

¢ Bildbearbeitungssoftware Total Lab v1.10 (Biostep GmbH, Jahnsdorf)

e Zentrifuge Mikro 22 R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

e Heraeus Minifuge RF (Heraeus I nstruments GmbH, Hanau)

e Heraeus LaminAir HA2448 GS (Heraeus Instruments GmbH, Hanau)

e Heraeus Brutschrank CO,-Auto-Zero (Heraeus Instruments GmbH, Hanau)

e Umkehrmikroskop LeicaDMIL (Leika Microsystems GmbH, Wetzlar)

e Pipetus Standard Pipettierhilfe (MAGV, Rabenau-L ondorf)

e Bunsenbrenner (MAGV, Rabenau-Londorf)
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e Haushaltsmikrowellenherd Compact Y 50 (Moulinex, Solingen)

e Vortexer Heidolph REAX control (MAGV, Rabenau-L ondorf)

e Eppendorf Reference® variabel 0,5-10 ul, 10-100 ul und 100-1000 ul (Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)

e Tuttnauer Systec Autoklav 3850 ELC (Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg)

e Zentrifugenrohrchen, 50 ml, steril (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e 6-well-Kulturschalen, steril (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e PCR-Tubes, 0,5 ml, ultradiinn, RNase-/DNase-/Pyrogenfrei (Biozym Diagnostik GmbH,
Hessisch Oldendorf)

e Reaktionsgefalde, 2 ml, RNase-/DNase-/Pyrogenfrel (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch
Oldendorf)

o SafeSea-Tips® gestopfte Pipettenspitzen; 10 ul, 100 ul, 1000 ul (Biozym Diagnostik
GmbH, Hessisch Oldendorf)

e Glaspipetten, 2 ml, 5ml, 10 ml (MAGV, Rabenau-Londorf)
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4 ERGEBNISSE

4.1 Progester onkonzentrationen im Blutplasma

Der Tag der Ovulation wurde nach CONCANNON et al. (1989) as der erste Tag im Verlauf
des Ostrus definiert, an dem die Progesteronkonzentration im Plasma gleich oder groRer
5 ng/ml (15,9 nmol/l) liegt. Wie aus den in Tabelle 3 dargestellten Progesteronwerten hervor-
geht, musste dieser Tag dann durch Interpolation festgelegt werden, wenn mehr als ein Tag
Abstand zwischen den Blutprobenentnahmen lag.

In Tabelle 3 sind die Progesteronkonzentrationen der Hindinnen zum Zeitpunkt der Ovario-
hysterektomie an den Tagen 5, 15, 25, 35, 45 und 60-80 aufgeftihrt. Die Blutproben wurden
dazu unmittelbar vor Einleitung der Narkose nach Platzierung des Verweilkatheters entnom-
men. Bel zwei Hundinnen musste aus zeitlichen Grinden die Narkose sofort eingeleitet wer-

den, so dass auf die Blutentnahme verzichtet wurde (Hundinnen Tina und Shila).
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Tabelle3:  Progesteronkonzentrationen (ng/ml) am Tag der Ovariohysterektomie (OHE)

Progester onkonzentration

Handin Tag der OHE
[ng/ml]
Pila 50.99
Asta 24,65
Zora? Tag 5 p.ov.” 47.34
Marla 42,15
Tini 22,41
Pat 2 55.87
Kim 51,25
1 1
Fee Tag 15 p.ov. 55,98
Tina *
Rejca 51,78
Daisv 9.13
Luca 70,23
1 1
Lotte Tag 25 p.ov. 26,42
Shila *
Flo 58,67
Fox 33.75
Oda Tag 35 p.ov.t 27,30
Timba 25,76
Maja 33,87
Luna 21.01
Pat Tag 45 p.ov. 15,73
Sinah 25,7
Gil 29,34
Franzi 1.78
Shari 0,32
Bonny Tag 60-80 p.ov.* 0.67
Luna? 8,12
Simba 0,86

* keine Probe entnommen (s. auch Tabelle 14 und 15 im Anhang)

!p.ov. = post ovulationem
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4.2 Unter suchungen zur Expression der mRNA mittelsRT-PCR

Die Erfassung der Expression der Zytokine in den an den Tagen 5, 15, 25, 35, 45 und 60-80
gewonnenen Corpora lutea erfolgte in zwel aufeinanderfolgenden Versuchsdurchldufen
(1. VD, 2. VD) wobei es Ziel des zweiten Versuchsdurchlaufes (2. VD) war, die Wiederhol-
barkeit der im 1. VD erhaltenen Ergebnisse zu Gberprifen.

Wie in Kap. 3.14 dargelegt, wurden bei allen PCR-Ansédtzen negative (Wasser) und positive
Kontrollen mitgefuhrt. Bel allen Versuchen diente die Erfassung von GAPDH im CL as
»Ubergreifende” Positivkontrolle (s. Kap. 3.14.1.2). Dartber hinausgehend wurde fir jedes
Zytokin als Positivkontrolle die entsprechende Expression in den mit Con A stimulierten ca-
ninen Lymphozyten erfasst (s. Kap. 3.14.1.1).

GAPDH wurde in jeder untersuchten Probe, sowohl in Lutealgewebe als auch in den mit
Con A stimulierten Lymphozyten exprimiert. Auch die mRNA der Zytokine IL-13, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o, IFN-y und TGF-B1 wurde in jedem PCR-Ansatz in
den mit Con A stimulierten caninen Lymphozyten exprimiert, so dass dies ein sicherer An-
haltspunkt fir den einwandfreien Ablauf der RT-PCR-Reaktion war, auch wenn im Luteal-
gewebe kein PCR-Produkt nachwei sbar war.

4.2.1 Untersuchungen zur Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12 (p40
Subunit), TNF-a und TGF-B1

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse fir digenigen Zytokine zusammengefasst, fur die
weitgehend unabhéngig vom Zyklusstand (Tag post ovulationem) in beiden Versuchdurchlau-
fen positive Ergebnisse erhalten wurden. Es handelte sich dabei um die Zytokine IL-8, IL-10,
IL-12, TNF-oe und TGF-B1 (s. Tabelle4 -9).

Obwonhl die angewandte RT-PCR keine quantitativen Aussagen gestattet, |asst sich dennoch
feststellen, dass sich die Expression von TNF-o im Vergleich zur Expression von IL-8, IL-10,
IL-12 und TGF-B1 insgesamt etwas schwéacher darstellte, beurteilt an der Sichtbarkeit der
Banden im Gel unter UV-Licht (s. Kap. 3.12.2). Darliber hinausgehend zeigte sich, dass die
Expression von TNF-a. am Untersuchungstag 60-80 p. ov. in beiden Versuchsdurchléufen im

Vergleich zu den vorausgehenden Untersuchungstagen etwas schwécher auszufallen schien.
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Eine Auflistung der Untersuchungsergebnisse in Abhangigkeit vom Untersuchungstag und
Versuchsdurchlauf ist in den Tabellen 4 bis 9 aufgefihrt.

In den Abbildungen 4 bis 7 sind Gele gezeigt, welche beispielhaft die Expression der Zytoki-
ne IL-8, IL-10 und IL-12, TNF-o. sowie TGF-B1 zu unterschiedlichen Untersuchungszeit-

punkten zeigen.

Wie aus den Tabellen 4 bis 9 hervorgeht, ergaben sich nur bei wenigen Proben Unterschiede
in den Ergebnissen zwischen dem 1. VD und dem 2. VD.

So wurde TGF-1 im Lutealgewebe von Tini am Tag 5 p.ov. im ersten Versuchsdurchlauf
nicht exprimiert, wahrend sich im zweiten Versuchsdurchlauf ein starkes PCR-Produkt nach-
weisen liefd (Tabelle 4).

Im zweiten Versuchsdurchlauf wurde die Expression von IL-10 im Lutealgewebe von Fee am
Tag 15 p.ov. nicht nachgewiesen, obwohl esim ersten Versuchsdurchlauf ein stark positives
PCR-Produkt ergeben hatte (Tabelle 5).

Nach subjektiven Kriterien erfasst, ergaben sich unterschiedliche Expressionsstarken zwi-
schen dem ersten und zweiten Versuchsdurchlauf am Tag 15 p. ov. fur IL-12 bel Regjca und
fir TNF-a bel Pat 2 und Kim (s. Tabelle 5) sowie bei Daisy und Luca jeweils am Tag 25
p.ov. (Tabelle 6).

Bei der Hundin Franzi konnte die Expression von IL-12 am Tag 60-80 p.ov. im 1. VD nicht
dargestellt werden, wahrend im 2. VD eine starke Expression nachgewiesen wurde (Tabel-
le9).

Sofern sich Abweichungen zwischen den Hindinnen ergaben, missen diese als marginal be-
zeichnet werden. So war z.B. die Expression von IL-8 im Lutealgewebe von Luna 2 (Tag
60-80 p.ov.; Tabelle 9) in beiden Versuchsdurchléufen insgesamt schwécher als bei den ande-
ren Hundinnen bzw. Versuchstagen.

Diese Abweichungen zwischen den V ersuchsdurchlaufen missen im Hinblick auf das ansons-
ten sehr homogene V ersuchsergebnis als methoden- und handling-bedingt angesehen werden,
wobei eine exakte Definition der Fehlerursache derzeit nicht moglich ist.

Die durchgefihrten Untersuchungen lassen keine Folgerungen zu, ob es sich hier um , echte"

Unterschiede oder methodenbedingte Abweichungen handelt.
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Tabedle4: Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. und TGF-1 sowie
GAPDH im CL von Hindinnen am Tag 5 post ovulationem im ersten (1. VD)
und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD)

Pila Asta Zora?2 Marla Tini

ivb|2vD|1vD|2VvD|1VvD|2VvD|1VvD|2.VD|1.VD |2 VD
IL-8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
TNF-o + + + + + + + + + +
TGF-B1| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
GAPDH| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
++ = stark positives PCR-Produkt (+) = schwaches PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt - = kein PCR-Produkt

Tabelle5: Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o und TGF-1 sowie
GAPDH im CL von Hundinnen am Tag 15 post ovulationem im ersten (1. VD)
und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD)

Pat 2 Kim Fee Tina Rejca
i.vD|2vD|1vVvD|2VD|1VvD|2VD|1.VvD|2.VD|1.VD|2VD

IL-8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-10 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++
[L-12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
TNF-o (+) + (+) + + + + + + +
TGF-B1| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
GAPDH| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
++ = stark positives PCR-Produkt (+) = schwaches PCR-Produkt

+ = deutlich positives PCR-Produkt - = kein PCR-Produkt
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Tabelle6: Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. und TGF-B1 sowie
GAPDH im CL von Hindinnen am Tag 25 post ovulationem im ersten (1. VD)

und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD)

Daisy Luca L otte Shila Flo

ivb|2vD|1vD|2VvD|1VvD|2VvD|1VvD|2.VD|1.VD |2 VD
IL-8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
TNF-o (+) + (+) + + + + + + +
TGF-B1| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
GAPDH| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
++ = stark positives PCR-Produkt (+) = schwaches PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt - = kein PCR-Produkt

Tabelle 7. Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o und TGF-1 sowie
GAPDH im CL von Hundinnen am Tag 35 post ovulationem im ersten (1.VD)
und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD)

Fox Oda Timba Maja
1.vD|2.vD|1lvD|2VD|1.VvD|2VD]|1.VD|2VD
IL-8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
TNF-o. + + + + + + + +
TGF-B1| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
GAPDH| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
++ = stark positives PCR-Produkt (+) = schwaches PCR-Produkt

+ = deutlich positives PCR-Produkt - = kein PCR-Produkt
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Tabelle 8:

Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. und TGF-B1 sowie

GAPDH im CL von Hindinnen am Tag 45 post ovulationem im ersten (1. VD)

und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD)

Luna Pat Sinah Gil
i.vD|2.vD|1VvD|2VD|1.VvD|2VvD|1.VvD|2VD

IL-8 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
TNF-o + + + + + + + +

TGF-B1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
GAPDH| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

++ = stark positives PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt

(+) = schwaches PCR-Produkt
- = kein PCR-Produkt

Tabelle 9: Expression der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o und TGF-1 sowie
GAPDH im CL von Hindinnen am Tag 60-80 post ovulationem im ersten
(1. VD) und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD)
Franzi Shari Bonny Luna? Simba
i.vD|2vD|1vVvD|2VD|1VvD|2VD|1.VvD|2.VD|1.VD|2VD

++ ++ ++ ++ ++ ++ (+) (+) ++ ++
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
- ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
TNFaa | O [ D | D | H | H | H ]| H[H [ ]G
TGF-B1| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
GAPDH| ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

++ = stark positives PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt

(+) = schwaches PCR-Produkt
- = kein PCR-Produkt
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500 bp

Abb. 4:

TR2%-38 Py N =S a P N =7 80w B N

-
1
—
—

Amplifikation von GAPDH (Bande 1-3), IL-8 (Bande 4-6) und IL-12
(Bande 7-9):

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1/4/7 = Hundin Rejca (Tag 15 p.ov.); 2/5/8 = Hundin Franz (Tag 60-80 p.ov.;
2.VD); 3/6/9 = Hundin Shari (Tag 60-80 p.ov.)

Abb. 5:

Amplifikation von IL-10:

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1=Hindin Fee (Tagl5 p.ov.); 2 = Hindin Tina (Tag 15 p.ov.); 3 = Hindin
Shila (Tag 25 p.ov.); 4 = Hundin Shari (Tag 60-80 p.ov.); 5 = Hindin Franz
(Tag 60-80 p.ov.)
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Abb. 6: Amplifikation von TNF-o:
M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 =Hundin Regca (Tag 15 p.ov.); 2 = Hundin Franz (Tag 60-80 p.ov.); 3 =
Hundin Shari (Tag 60-80 p.ov.); 4 = Hundin Pat 2 (Tag 15 p.ov.); 5 = Hindin
Kim (Tag 15 p.ov.)

500 bp ke R ———— R ——

Abb. 7: Amplifikation von TGF-B1:
M =100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle
1 = Hundin Pila (Tag 5 p.ov.); 2 = Hundin Asta (Tag 5 p.ov.); 3 = Hundin Zo-
ra2 (Tag 5 p.ov.); 4 = Hindin Marla (Tag 5 p.ov.); 5 = Hundin Pat 2 (Tag 15
p.ov.); 6 = Hindin Kim (Tag 15 p.ov.); 7=Hulndin Fee (Tag 15 p.ov.);
8 = Hlndin Tina (Tag 15 p.ov.); 9 = Hindin Daisy (Tag 25 p.ov.)
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4.2.2 Untersuchungen zur Expression der ZytokinelL-6 und IFN-y

Die Untersuchungen zur Expression der Zytokine IL-6 und IFN-y im Lutealgewebe der Hin-
dinnen zu den unterschiedlichen Zykluszeitpunkten sind in Tabelle 10 (S. 99) zusammenge-
fasst. FUr beide Zytokine gilt, dass eine Expression nur in wenigen Proben (IL-6: 5 von 38
untersuchten Proben; IFN-y: 10 von 38 untersuchten Proben) gezeigt werden konnte, wobei
positive Ergebnisse Uberwiegend im 1. VD erhalten wurden, obwohl auch im 2. VD die Posi-
tivkontrollen stets das erwartete Ergebnis zeigten. Fir die einzelnen Zytokine ergab sich die

Situation wie folgt:

IL-6:

Bei funf Hundinnen ergaben sich zu drel Beobachtungszeitpunkten positive Ergebnisse:

Tag 5 p.ov. 1.vD Asta stark positives Signal

Tag 5 p.ov. 1.vD Pila schwach positives Signal
Tag 15 p.ov. 1.VvD Pat 2 schwach positives Signal
Tag 15 p.ov. 1.vD Kim schwach positives Signal
Tag 35 p.ov. 1.vD Maja schwach positives Signal

Diese Ergebnisse konnten im zweiten Versuchsdurchlauf nicht wieder bestétigt werden, wo-
bei die mitgefthrten Positivkontrollen in alen Féllen ein deutliches Signal zeigten.

Abbildung 8 zeigt die Gele, die eine Expression von IL-6 erkennen lassen, in Abbildung 9
sind zur Gegenuberstellung die negativen Ergebnisse aus dem 2. VD wiedergegeben.



ERGEBNISSE 96

MN1PgN2 3 PM

Abb. 8: Amplifikation von IL-6 (1. Versuchsdurchlauf):

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 =Hundin Asta (Tag 5 p.ov.); 2=Hindin Pat 2 (Tag 15 p.ov.); 3= Hundin
Kim (Tag 15 p.ov.);

M P N1 2 3 4 56 7 8 910 111213 14 15 M

Abb. 9: Amplifikation von IL-6 (2. Versuchsdur chlauf):

M =100 bp Marker; P = Positivkontrolle; N = Negativkontrolle

1 = Hundin Pila (Tag 5 p. ov.); 2 = Hindin Asta (Tag 5 p.ov.); 3 = Hundin Zo-
ra2(Tag5p.ov.); 4 = Hindin Marla (Tag 5 p.ov.); 5 = Hindin Pat 2 (Tag 15
p.ov.); 6=Hundin Kim (Tag15 p.ov.); 7 = Hindin Fee (Tag 15 p.ov.);
8 = Hundin Tina (Tag 15 p.ov.); 9 = Hindin Daisy (Tag 25 p.ov.); 10 = Hun-
din Luca (Tag 25 p.ov.); 11 = Hindin Shila (Tag 25 p.ov.); 12 = Hindin Flo
(Tag 25 p.ov.); 13=Hindin Fox (Tag 35 p.ov.); 14 = Hundin Oda (Tag 35
p.ov.); 15 = Hundin Timba (Tag 35 p.ov.);
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IFN-y:

Bei zehn Hiindinnen ergaben sich zu sechs Beobachtungszeitpunkten positive Ergebnisse:

Tag 5 p.ov. 1.vD Asta schwach positives Signal
Tag 15 p.ov. 1.vD Pat 2 deutlich positives Signal
Tag 25 p.ov. 1.VvD Daisy stark positives Signal
Tag 25 p.ov. 1.vD Luca stark positives Signal
Tag 35 p.ov. 1.vD Fox schwach positives Signal
Tag 35 p.ov. 1.vD Oda schwach positives Signal
Tag 45 p.ov. 1.vD Luna stark positives Signal
Tag 45 p.ov. 1.vD Pat stark positives Signal
Tag 45 p.ov. 1.vD Sinah stark positives Signal
Tag 60-80 p.ov. 2.VD Simba schwach positives Signal

Dieim ersten Versuchsdurchlauf bel 9 Tieren erzielten positiven Ergebnisse konnten im zwel-
ten Versuchsdurchlauf nicht bestétigt werden, wobei die mitgefihrten Positivkontrollen in
alen Féllen ein deutliches Signal zeigten. Lediglich bei einer Hiindin (Simba) ergab sich im
2. VD fir den Zeitraum von Tag 60-80 p.ov. ein schwach positives PCR-Produkt, wahrend
der erste Versuchsdurchlauf negativ verlief.

Abbildung 10 zeigt beispielhaft einige Gele, die eine Expression von IFN-y erkennen lassen,
wéhrend in Abbildung 11 ein positives Ergebnis (Simba, 2. VD) drel negativen Ergebnissen
aus dem 2. Versuchsdurchlauf gegentibergestellt sind; von diesen negativen Ergebnissen wa-

ren zwei (Daisy, Luca) im 1. VD positiv.

Die Grunde fiur diese auf den ersten Blick nicht tbereinstimmenden Ergebnisse kdnnen der-
zeit nur spekulativ vermutet werden.

So konnte die Expression beider Zytokine (IL-6 und IFN-y) im Lutealgewebe auf einem so
niedrigen Niveau ablaufen, dass diese selbst durch die RT-PCR nur schwer erfasst werden
kann. Werden dann noch RNA-Verluste durch den Einfrier- und Auftauvorgang bzw. bei der
Lagerung unterstellt, erklart sich das Ergebnis, dass im 2. VD praktisch keine positiven Er-

gebnisse mehr erzielt wurden.



ERGEBNISSE 98

Dieser These widerspricht nicht, dass in Abhangigkeit von der RNA-Ausbeute und dem Ab-
lauf der PCR in einem Fall (IFN-y, Hindin Simba) im 1. VD ein negatives und im 2. VD ein
positives Ergebnis erzielt wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen aso keine eindeutigen Aussagen hinsichtlich der Expres-
sion der mRNA von IL-6 und IFN-y zu; alenfalls kann von Hinweisen gesprochen werden,

dass eine solche auf ,, niedrigem Niveau* stattfindet.
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Abb. 10:

Amplifikation von I FN-y (1. Ver suchsdur chlauf):

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 =Hundin Daisy (Tag 25 p.ov.); 2 = HUndin Luca (Tag 25 p.ov.); 3 = Hindin
Luna (Tag 45 p.ov.); 4 = Hindin Pat 2 (Tag 15 p.ov.)

Abb. 11:

Amplifikation von I FN-y (2. Ver suchsdur chlauf):

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 = Hundin Simba (Tag 60-80 p.ov.); 2 = Hundin Gil (Tag 45 p.ov.); 3 = HUn-
din Daisy (Tag 25 p.ov.); 4 = HUndin Luca (Tag 25 p.ov.)
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Tabelle10: Expression der Zytokine IL-6 und IFN-y sowie GAPDH im CL von Hiindinnen

im ersten (1. VD) und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD) zu den verschiede-

nen Untersuchungszeitpunkten

Tag p.ov. Hindin IL-6 | FN-y GAPDH
1vD|(2.vD|1VvD|2.VD|1.VD|2VD
Pila (+) - - - ++ ++
Asta ++ - (+) - ++ ++
Tags Zora2 - - - - ++ | ++
Marla - - - - ++ ++
Tini - - - - ++ ++
Pat 2 (+) - + - ++ ++
Kim (+) - - - ++ ++
Tag 15 Fee - - - - ++ ++
Tina - - - - ++ ++
Reca - - - - ++ ++
Daisy - - ++ - ++ ++
Luca - - ++ - ++ ++
Tag 25 Lotte - - - - ++ ++
Shila - - - - ++ ++
Flo - - - - ++ ++
Fox - - (+) - ++ ++
Tag 35 Oda - - (+) - ++ ++
Timba - - - - ++ ++
Maja (+) - - - ++ ++
Luna - - ++ - ++ ++
Tag 45 Pat - - ++ - ++ ++
Sinah - - ++ - ++ ++
Gil - - - - ++ ++
Franzi . - - - ++ ++
Shari - - - - ++ ++
Tag 68-80 Bonny - - - - ++ ++
Luna?2 - - - - ++ ++
Simba - - - (+) ++ ++

++ = stark positives PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt

(+) = schwaches PCR-Produkt
- = kein PCR-Produkt
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Untersuchungen zur Expression des Zytokins|L-4

Die Expression der mRNA von IL-4 konnte bel keiner Hindin zu keinem Untersuchungszeit-
punkt, weder im 1. VD noch im 2. VD nachgewiesen werden. Die mit Con A stimulierten
Lymphozyten der Positivkontrolle zeigten dabei in alen Fallen ein deutlich positives PCR-
Produkt.

Abbildung 12 zeigt fir 11 Hundinnen aus unterschiedlichen Zyklusphasen das Ergebnis der
Untersuchungen auf eine Expression von IL-4 im Vergleich zur Positivkontrolle.
Zusammenfassend ergibt sich, dass eine Expression von IL-4 im CL der HUndin nicht gezeigt

werden konnte.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 P N

Abb. 12: Amplifikation von IL-4:

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 =Hundin Luca (Tag 25 p.ov.); 2 = Hundin Shila (Tag 25 p.ov.); 3 = Hindin
Flo (Tag 25 p.ov.); 4 = Hindin Fox (Tag 35 p.ov.); 5 = Hindin Oda (Tag 35
p.ov.); 6 = HUndin Timba (Tag 35 p.ov.); 7=Hulndin Maja (Tag 35 p.ov.);
8 = HUndin Luna (Tag 45 p.ov.); 9 = HUndin Pat 2 (Tag 15 p.ov.); 10 = Hun-
din Sinah (Tag 45 p.ov.); 11 = Hindin Gil (Tag 45 p.ov.)
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Untersuchungen zur Expression der ZytokinelL-1B und IL-2

IL-1p:

Bel Verwendung des in Tabelle 1, Kapitel 3.11.2 (S. 72) beschriebenen Primerpaares, IL-13
S/AS (2), ergaben sich fir die Positivkontrolle (mit Con A stimulierte canine Lymphozyten)
die erwarteten Banden (323 bp). Die bel 23 Hundinnen erhaltenen Expressionsprodukte wie-
sen jedoch eine deutlich geringere Basenlange auf und lagen in einem Bereich von ca. 290 bp
(s. Abb. 13). Ein @nliches Ergebnis wurde bereits mit dem in den Vorversuchen ausgeteste-
ten 1. Primerpaar (IL-1B S/AS) erhalten.

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass aufgrund der Beschaffenheit der Matrize (Lu-
tealgewebe) bei Verwendung des Primerpaares IL-13 S/AS (2) Ableseprobleme aufgetreten
waren, wurden die Untersuchungen an 6 Hindinnen an den Tagen 15 und 60-80 mit dem in
Tabelle 1, Kapitel 3.11.2 angegebenen Primerpaar - IL-13 S/AS (3) — wiederholt.

Wie Abb. 14 und 15 zeigen, ergaben sich auch hier keine Expressionsprodukte mit der erwar-

teten Lange, so dass das Ergebnis insgesamt al's negativ bezeichnet werden muss.

\%
-
=
)

Abb. 13: Amplifikation von IL-1B [mit dem Primerpaar IL-18 S/AS (2)]:

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 =Hindin Kim (Tag 15 p.ov.)
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Abb. 14:

500 bp

Abb. 15:

500 bp

Amplifikation von IL-1B [mit dem Primerpaar IL-18 S/AS (3)]:

M =100 bp Marker; ; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 = Hundin Luna 2 (Tag 60-80 p. ov.; 1.VD); 2 = Hundin Luna 2 (Tag 60-80
p.ov.; 2. VD)

T2 53 P45 L6 TP EN

Amplifikation von IL-1B [mit dem Primerpaar IL-18 S/AS (3)]:

M = 100 bp Marker; ; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle;
1 =Hundin Simba (Tag 60-80 p.ov.; 1. VD); 2 = HUndin Simba (Tag 60-80
p.ov; 2. VD); 3 = Hundin Bonny (Tag 60-80 p.ov., 1. VD); 4 = Hindin Bonny
(Tag 60-80 p. ov.; 2. VD), 5 = Hindin Rejca (Tag 15 p.ov.); 6 = Hundin Fran-
z (Tag 60-80 p.ov.); 7 = Hundin Shari (Tag 60-80 p.ov.);
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IL-2:

Die Untersuchungen zur Expression von IL-2 fuhrten zu einem dhnlichen Ergebnis wie bel
IL-1B. Bei Verwendung desin Tabelle 1, Kapitel 3.11.2 (S. 72) beschriebenen Primerpaares,
IL-2 SIAS, ergaben sich fir die Positivkontrolle (mit Con A stimulierte canine Lymphozyten)
die erwarteten eindeutigen Banden (201 bp). Die bel der Untersuchung der CL erhaltenen
Ergebnisse liesen jedoch mehrere Banden erkennen, die z.T. eine deutlich hthere Basenlénge
aufwiesen (ca. 290 bp) und lediglich in einem Fall eine Ubereinstimmung mit der erwarteten
Basenlénge zeigten (s. Abb. 16).

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass aufgrund der Beschaffenheit der Matrize (Lu-
tealgewebe) bei Verwendung des o.a. Primerpaares Ableseprobleme aufgetreten waren, wur-
den auch hier die Untersuchungen bei zahlreichen Hindinnen mit den in Tabelle 1, Kapitel
3.11.2 angegebenen Primerpaaren - IL-2 S/AS (2) — wiederholt.

Wie Abb. 17 und 18 zeigen, ergaben sich auch hier keine Expressionsprodukte mit der erwar-
teten Lange (366 bp); die unspezifischen PCR-Produkte befanden sich auf einer Bandenhthe
von ca. 400 bp, so dass das Ergebnis, das in Tabelle 11 (s. S. 105) nochmals zusammenfas-

send dargestellt ist, insgesamt als negativ bezeichnet werden muss.

Abb. 16: Amplifikation von IL-2 (Primerpaar 1L-2 SAS):

M =100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle
1 =Hundin Sus (Vorversuch); 2 = Hindin Georgi (Vorversuch)
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Abb. 17:
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Amplifikation von IL-2im 1. VD [Primerpaar IL-2 SIAS (2)]:

M = 100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle
1 =HuUndin Pat 2 (Tag 15 p.ov.)

Vist wa] Wi o) Eom) was) BOM) (Ack) (A (oke) RO (151 (Mk (iea MG HICS fikey ENE LT

Abb. 18:

Amplifikation von IL-2im 2. VD [Primerpaar IL-2 S/AS (2)]:

M =100 bp Marker; P = Positivkontrolle (LTT); N = Negativkontrolle

1 = Hundin Pila (Tag 5 p.ov.); 2 = Hundin Asta (Tag 5 p.ov.); 3 = Hundin Zo-
ra2(Tag 5 p.ov.); 4 =Hindin Marla (Tag 5 p. ov.); 5= Hulndin Pat 2 (Tag 15
p.ov.); 6 = Hindin Kim (Tag 15 p.ov.); 7=Hundin Fee (Tag 15 p.ov.);
8=Hulndin Tina (Tag 15 p.ov.); 9 = Hindin Daisy (Tag 25 p.ov.);
10=Hindin Luca (Tag 25 p.ov.); 11=Hundin Shila (Tag 25 p.ov.);
12 = Hindin Flo (Tag 25 p.ov.), 13 = Hindin Fox (Tag 35 p.ov.); 14 = Hindin
Oda (Tag 35 p.ov.); 15 = Hundin Timba (Tag 35 p.ov.);
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Tabelle1l: Expression der Zytokine IL-1f3 und IL-2 sowie GAPDH im CL von Hindinnen
im ersten (1. VD) und zweiten Versuchsdurchlauf (2. VD) zu den verschiede-
nen Untersuchungszeitpunkten

Tag [Hundin|IL-1B SIAS(2) |IL-1B SIAS(3) | IL-2S/AS(2) | GAPDH
1.vD|2vD |1VvD|2VD | 1VvD (2VD | 1VD | 2VD
Pila X - / / X X ++ ++
Asta X - / / X X ++ ++
Tagd> [ Zora2 X - / / - ++ ++
Marla X - / / - - ++ ++
Tini / / / / / / ++ ++
Pat 2 X - / / X X ++ ++
Kim X - / / X - ++ ++
Tag15| Fee X - / / - X ++ ++
Tina X - / / - - ++ ++
Reca X - / - - / ++ ++
Daisy X - / / X - ++ ++
Luca X - / / X X ++ ++
Tag25 [ Lotte / / / / / / ++ | ++
Shila - X / / - - ++ ++
Flo X - / / - - ++ ++
Fox X - / / X - ++ ++
Tag 35 Oda X - / / X - ++ ++
Timba X - / / - - ++ ++
Maja X - / / - - ++ ++
Luna X - / / - - ++ ++
Tag 45 Pat X - / / - - ++ ++
Sinah X - / / - - ++ ++
Gil X / / - - ++ ++
Franzi - / / - / / ++ ++
Tag Shari X / / - / / ++ ++
Bonny / / - - / / ++ ++
68-80 Luna?2 / / - X / / ++ ++
Simba / / - - / / ++ ++

++ = stark positives PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt

x = unspezifisches PCR-Produkt

(+) = schwaches PCR-Produkt
- = kein PCR-Produkt

/ = nicht gemessen*

* nachdem bel der Sequenzierung desIL-1 3 S/AS (2) bzw. desIL-2 SIAS (2) ein unspezifi-

sches PCR-Produkt nachgewiesen wurde
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4.2.3 Gesamtubersicht zu den Ergebnissen ausder RT-PCR im CL der Hin-
din

Tabelle12: Darstellung der Expression von Zytokinen im Lutealgewebe von HUndinnen
mittels RT-PCR in Abhangigkeit vom Tag der Ovulation:
Zusammenfassung der Ergebnisse

Zytokin Tage nach der Ovulation
5 15 25 35 45 60-80
IL-8 ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-10 ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-12 ++ ++ ++ ++ ++ ++
TNF-o + + + + + (+)
TGF-1 ++ ++ ++ ++ ++ ++
IL-4 - - - - - -
IL-6 S S : S - -
IFN-y ) 0 %) %) () ()
IL-1B - - - - - -
IL-2 - - - - - -
++ = stark positives PCR-Produkt (+) = schwaches PCR-Produkt
+ = deutlich positives PCR-Produkt - = kein PCR-Produkt

(-) = Hinweis auf Expression auf niedrigem Niveau

Tabelle 12 gibt eine Gesamtiibersicht tber die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Erfas-
sung der Expression der mRNA unterschiedlicher Zytokine im CL der Hindinnen zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten des Didstrus.

Dabei zeigte sich, dass die mRNA der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12 (p40 Subunit), TGF-1
und TNF-o. im CL der Hundin zu jedem Untersuchungszeitpunkt exprimiert wurde, wobei die
Expression von TNF-a im Vergleich zu den anderen Zytokinen insgesamt schwécher ausfiel.
Zyklusabhangigkeiten lief3en sich nicht erkennen.

Eine Expression der mRNA von IL-4 sowie von IL-18 und IL-2 konnte zu keinem Untersu-

chungszeitpunkt nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen auf eine Expres-
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sion der mRNA von IL-6 und IFN-y lassen keine eindeutigen Aussagen zu; es ergaben sich

jedoch Hinweise auf eine Expression auf niedrigem Niveau.

4.3 Ergebnisse der Sequenzierung der PCR-Produkte

Zur Uberpriifung des Grades der Ubereinstimmung des in der Gelelektrophorese nachgewie-
senen Amplikons mit der Originalsequenz der Genbank, wurden — wie in Kapitel 3.15 ange-
geben — willkdrlich ein bis zwel PCR-Produkte des nachgewiesenen Zytokins der Sequenzie-
rung unterworfen.,

Nachfolgend ist — soweit sich positive Ergebnisse ergaben - zu jedem Zytokin die entspre-
chend nachgewiesene Gensequenz aufgeftihrt, wobei die Nummerierung auf der linken Seite

die Position innerhalb der Gesamtsequenz angibt.

4.3.1 Sequenzierung des Amplikonsvon IL-8

Fir die Sequenzierung wurde das PCR-Produkt von Tag 35, HUndin Mg a, herangezogen. Es

ergab sich eine Sequenziibereinstimmung von 100 % in beiden Leserichtungen.

Sequenz des PCR-Produktesvon I L-8:

39 ac ttccaagctg gctgttgctc

61 tcttggcagc ttttgtectt tctgcagctc  tctgtgaagc  tgcagttctg tcaagagtca
121 gttcagaact  tcgatgccag — tgtatasaaa  cacactccac  acctttccat Cccaaatata

181 ttaaagaact gagagtgatt  gacagtggcc
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4.3.2 Sequenzierung des Amplikonsvon IL-10

Fir die Sequenzierung wurde zunachst das PCR-Produkt von Tag 60-80, Hundin Simba, he-
rangezogen. Es ergab sich eine Sequenziibereinstimmung von 95,1-97 %.

Auffallig war dabei eine Deletion von 6 Basen (ctgaga) in beiden Leserichtungen an der Posi-
tion 365-370.

Auch die danach durchgefiihrte Sequenzierung des PCR-Produktes von Tag 15, Hindin Pat 2,
zeigte diese Deletion mit einer Sequenzhomol ogie von 94,1 %.

Zudem wurde im Amplikon beider Hiindinnen an der Position 399 der Einbau von ,,g" anstel-
levon ,t* festgestellt.

Die beobachteten Abweichungen von der Originalsequenz konnten zum Einen auf einem feh-
lerhaften Einbau der Nukleotide durch die Tag-Polymerase beruhen, zum Anderen aber auch

auf einer abwei chenden Sequenz im Lutealgewebe.

Sequenz des PCR-Produktesvon IL-10:
235 cctgag

241 ttgccaagcc — ctgtcggaga  tgatccagtt ttacttggag gaggtgatgc  cccgggctga
301 gaaccacgac ccagacaica  agaaccacgt — gaactccctg — ggagagaagc  tcaagaccct

361 caggctgagd ctgaggctge  gacgetgtca  ccgatttct ccctgtgaga  ataagagcaa
421 gocggtggeg  caggtgaaga  gcgcat

= Deletion in der Sequenz des PCR-Produktes von IL-10
= statt ,,t* Einbau von ,,g"“ im PCR-Produkt von IL-10
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4.3.3 Sequenzierung des Amplikonsvon |L-12 p40 Subunit

Fir die Sequenzierung wurde das PCR-Produkt von Tag 60-80, Hundin Shari, herangezogen.
Es ergab sich eine Sequenziibereinstimmung von 100 % in beiden Leserichtungen. Das eben-
falls sequenzierte PCR-Produkt der Hiindin Timba (Tag 35) zeigte eine Ubereinstimmung von
98 %.

Sequenz des PCR-Produktesvon IL-12 p 40 Subunit:

144 cacctgc cataccccty — aagaagatga  catcacttgg
181 acctcagcgc  agagcagtga  agtcctaggt  tctggtasaa  ctctgaccat ccaagtcaaa
241 gaelttggag  atgctggcca  gtatacctgc  catasaggag  gcaaggttct  gagcecgctca
301 ctcctgttga ttcacaaaaa  agaagatgga  atttggtcca ctgatatctt asaggaacag
361 aaagaatcca aaaataagat  ctttctgaaa tgtgaggcaa  agaattattc tggacgtttc
421  acatgctggt ggctgacggc  aatcagtact gatttgaaat tcagtgtcaa  aagtagcaga
481  ggcttctctg acccccaagg  ggtgacatgt ggagcagtga  cactttcagc agagagggtc
541 a

4.3.4 Sequenzierung des Amplikonsvon TNF-o

Fir die Sequenzierung wurde das PCR-Produkt von Tag 5, Hindin Asta, herangezogen. Es
ergab sich eine Sequenziibereinstimmung von 100 % in beiden Leserichtungen. Das PCR-
Produkt aus den mit Con A stimulierten caninen Lymphozyten zeigte bei der Sequenzierung

eine Ubereinstimmung von 99,1 %.

Sequenz des PCR-Produktes von TNF-a:

40 C aagccagtag  ctcatgttgt

61 agcasaccCcC  Qgaagctgagg ggcagctcca  gtggctgagc  cgacgtgeca  atgecctect
121 ggccaacggc gtggagctga cagacaacca  gctgatagtg — ccgtcagatg — ggttgtacct
181 catctactcc caggtcctct tcaagggcca  agggtgecct  tccacccatg tgctcctcac
241 ccacaccatc  agccgettcg  ccgtctccta  ccagacasag  gtcaacctac tctctgecat
301 caaga
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4.3.5 Sequenzierung des Amplikonsvon TGF-1

Fir die Sequenzierung wurde das PCR-Produkt von Tag 60-80, Hundin Shari, herangezogen.
Es ergab sich eine Sequenzibereinstimmung von 100 % in beiden Leserichtungen. Das
Amplikon der Hiindin Timba, Tag 35, zeigte bei der Sequenzierung eine Ubereinstimmung
von 95,7 %.

Sequenz des PCR-Produktesvon TGF-B1:

826 ttcct  gctecteatg
841 gccaccccac  tggagagggc  ccagcacctg  cacagctcce  ggcagcgecg - ggecctggac
901 accaactact gcttcagctc cacggagaag aactgctgcg — tccggeagct  ctacattgac
961 ttccgcaagg — atctgggctg  gaagtggatc catgagccca agggttacca cgctaacttc
1021 tgcctgggge  cctgecccta catttggagc  ctggacacgc  agtacagcaa  ggtcctggec
1081 ctgtacaacc  agcacaaccC  gggcgcgtcg gcggecgecgt — getgegtgec  gcaggcegctg
1141 gagccactgc  ccatcgtgta  ctacgtgggc  cgcaagccca aggtggagca gctgtcgaac
1201 atgatcgtgc  gctectge

4.3.6 Sequenzierung des Amplikonsvon IL-4 ausder Positivkontrolle

Nachdem sich kein PCR-Produkt fir IL-4 aus dem Lutealgewebe der Hindin ergeben hatte,
wurde zu Kontrollzwecken die Sequenzierung des PCR-Produktes der mit Con A stimulierten
caninen Lymphozyten durchgefiihrt. Es zeigte sich eine Ubereinstimmung von 100 % in bei-

den Leserichtungen.
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4.3.7

Sequenzierung des Amplikonsvon | FN-y

Die Sequenzierung des im ersten Versuchsdurchlauf erhaltenen PCR-Produktes von Tag 15,

Hiindin Pat 2, ergab eine Ubereinstimmung von 100 % in beiden Leserichtungen; fir die

Hiindin Luca, Tag 25, ergab sich eine Ubereinstimmung von 99,1 %.

Sequenz des PCR-Produktes von | FN-y:

67 gcaa gtastccaga  tgtatcggac  gotgggtctc  ttttcgtaga tattttgaag
121 asatggagag aggagagtga casaacaatc — attcagagcc — aaattgtctc tttctacttg
181 aaactgtttg acaactttaa agataaccag  alcattcaaa ggagcatgga taccatcaag
241 gaagacatgc  ttggcaagtt Cttaaatagc agcaccagta agagggagga Ccttccttaag
301  ctgattcaaa  ttcctgtgaa  cgatctgcag — gtccagcgca aggcgatasa tgaactcatc
361 aasgtgatga  atgatctctc accaagatcc  aacCtaagga agcggasaag —Qgagtcagaat
421  ctgtttcgag

4.3.8 Sequenzierung des Amplikonsvon IL-18

Die Sequenz des PCR-Produktes von Tag 15, Hiindin Pat 2, zeigte im Gegensatz zur Positiv-
kontrolle keine Ubereinstimmung mit der Originalsequenz der Genbank, so dass davon aus-

zugehen ist, dass IL-1p im CL der Hundin nicht exprimiert wird.

4.3.9 Sequenzierung des Amplikonsvon IL-2

Die Sequenz des PCR-Produktes von Tag 15, Hiindin Kim, zeigte im Gegensatz zu einer U-
bereinstimmung von 99 % im PCR-Produkt der Positivkontrolle keine Ubereistimmung mit
der Originalsequenz der Genbank, so dass davon auszugehen ist, dass IL-2 im CL der Hundin

nicht exprimiert wird.
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4310  Sequenzierung des Amplikonsvon GAPDH

Fur die Sequenzierung wurde das PCR-Produkt von Tag 15, Hindin Rejca, herangezogen. Es
ergab sich eine Sequenzibereinstimmung von 100 % in beiden L eserichtungen.

GAPDH, partielle cDNA:

1 tgctccttct gctgatgeccc  ccatgtttgt gatgggcgtg  aaccatgaga  agtatgacaa
61 ctccctcaag  aftgtcagca  atgectectg  caccaccaac  tgcttggctc ctctagccaa
121  agtcatccat gaccacttcg  gcatcgtgga  gggcctcatg — accaccgtcc - atgccatcac
181 tgccacccag a

4.3.11 Sequenzierung des Amplikonsvon IL-6

Nachdem sich hier nur im 1. VD positive Ergebnisse erzielen lief3en und dabei nur in einem
Fall (Hundin Asta, Tag 5) ein , stark positives* PCR-Produkt erhalten wurde, ergab sich fir
eine Sequenzierung nicht mehr die notwendige Menge an Amplifikat. Es liegt demnach kein

Ergebnisvor.

4.4 Ergebnisse der immunhistologischen Unter suchungen

Rabbit Anti-human Tumor Necrosis Factor-¢, polyklonal (DPC Biermann, Bad Nauheim)
Ergebnis: kein cytoplasmatisches Signal, Lutealzellen zeigten ein schwaches, unspezifi-

sches nukledres Signal

Mouse Anti-human Transforming Growth Factor-£, monoklonal
(Klon TB21; DPC Biermann, Bad Nauheim)
Ergebnis: kein Signal

Rabbit Anti-porcine Transforming Growth Factor-£1, polyklonal
(DPC Biermann, Bad Nauheim)
Ergebnis: kein cytoplasmatisches Signal, Lutealzellen zeigten ein schwaches, unspezifi-

sches nukleéres Signal
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5 DISKUSSION

51 Diskussion des Ver suchsaufbaus

Im Hinblick auf die Ergebnisse vorausgegangener Untersuchungen, die im Verlauf des Di-
Ostrus eine unterschiedliche Verteilung von T- und B-Lymphozyten sowie MHC | Antigen-
exprimierenden Zellen im CL der Hindin aufgezeigt haben, war es Ziel vorliegender Arbeit,
durch den Nachweis der Expression unterschiedlicher Zytokine, Informationen zum funktio-
nellen Status dieser Zellen zu erhalten.

In der Literatur fanden sich zahlreiche Angaben Uber die Beteiligung von Zytokinen in der
Phase der Differenzierung, Aufrechterhaltung und der lutealen Regression des CL bei Wie-
derk@uer, Schwein, Kaninchen, Mensch, Ratte und Maus, wobei die Untersuchungen sowohl
auf der Ebene der mRNA als auch der Proteinexpression durchgefihrt wurden. Entsprechende
Untersuchungen und Erkenntnisse Uber die Rolle von Zytokinen im Corpus luteum der HUn-
din existieren jedoch bis dato nicht.

Wie in Kap. 2.1.1 angegeben erstreckt sich der Didstrus Uber einen Zeitraum von ca. 80 Ta-
gen, wobei die dabel zugrunde liegende Progesteron-Verlaufskurve durch einen Anstieg bis
zum ca. 25./30. Tag gekennzeichnet ist, wonach - nach einer kurzen Plateauphase - ein all-
mahlicher Abfall einsetzt.

Um eine eventuelle Korrelation zwischen dem Progesteronverlauf und der Zytokinexpression
darstellen zu konnen, wurden die fur die Untersuchung vorgesehenen CL an den folgenden
Tagen nach der Ovulation (Tag 1) gewonnen: Tag 5, 15, 25, 35 und 45.

Im Hinblick auf die Ergebnisse im ersten Versuchsdurchgang, die zeigten, dass sich das Ex-
pressionsmuster der Zytokine im Verlauf des Didstrus nicht wesentlich veranderte, wurde
noch eine Gruppe von Tag 60-80 p.ov. zur Beurteilung der spaten Luteal phase in die Untersu-

chungen einbezogen.
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5.2 Diskussion der Methodik

Ziel der Untersuchungen war es, Hinweise auf das CL as Syntheseort der Zytokine zu erhal-
ten. Nachdem beim Hund die Gensegquenzen einer grof3en Anzahl an Zytokinen bekannt sind,
bot sich a's Nachweismethode die RT-PCR an.

Die PCR kann heute als die Methode der Wahl angesehen werden, da sie schnell in der
Durchfiihrung ist, eine hohe Sensitivitét und Spezifitét besitzt und fir ein breites Spektrum
spezieller Anwendungen nutzbar ist (z.B. Charakterisierung, Klonierung und Expression von
Genen; Nachweis von Krankheitserregern und Mutationen; genetischer Fingerabdruck).

Fur den Nachweis der Expression der Zytokine IL-1f, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a,
IFN-y und TGF-B1 mittels RT-PCR wurde das von FRISK et al. (1999) sowie GRONE et al.
(1999) beschriebene Protokoll herangezogen, mit dem der Nachweis dieser Zytokine im Ge-
hirn von an Staupe erkrankten Hunden und in einer speziesspezifischen (Hund) monozytéaren
Zéellinie (DH82) sowie in Leukozyten des peripheren Blutes vom Hund gelungen war. Die
Anwendung erfolgte nach Optimierung des Protokolls fir die Darstellung der Expression im
CL (siehe Kapitel 3.7.1. und 3.11.1.).

Die Sequenzen der caninen Zytokin-Primer, IL-4 S/AS und IL-13 S/AS (3) wurden der Ver-
offentlichungen von VAN DER KAAIJ et a. (1999) und BARNES et al. (2000) entnommen.
Da Lymphozyten nach Stimulierung mit Lektinen mit der Produktion eines breiten Spektrums
an Zytokinen beginnen, wurden entsprechend behandelte canine Lymphozyten als Positivkon-
trolle bel jeder RT-PCR-Reaktion mitgefuhrt. Parallel dazu wurde Wasser als Negativkontrol-
le verwendet. Somit konnten unspezifische Wechselwirkungen von Primer und Matrize sowie
eine Kontamination der verwendeten Reagenzien Uberprift und erfasst werden.

Fur die Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. und TGF-B1 wurden in dieser Arbeit praktisch in
jeder untersuchten Probe positive PCR-Produkte erhalten. Dagegen konnte IL-4 in keiner der
untersuchten Probe nachgewiesen werden. Diese reproduzierbaren Ergebnisse sprechen daf i,
dass fur die Extraktion der mRNA ein ,homogenes' Ausgangsmaterial zugrunde lag und
Kontaminationen mit mRNA anderer Provenienz vermieden werden konnte. Es ist daher da-
von auszugehen, dass die fir die Zytokine IL-6 und IFN-y in einzelnen Versuchsansdtzen er-
haltenen Amplikons nicht auf extern eingebrachten Verunreinigungen beruhen, sondern sich
wahrscheinlich eher aus der Empfindlichkeit des angewandten Analyseverfahrens und dem

dabei zugrunde liegenden Ja/Nein-Charakter der analytischen Aussage ergeben.
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Dementsprechend zeigen die Ergebnisse in dieser Arbeit die Expression bzw. Nichtexpression
von Zytokinen im CL der HUndin an, sie lassen jedoch keine quantitative Aussage Uber die

Gendosis oder die Genexpression zu.

Fir jedes Zytokin wurde das Ergebnis der PCR durch eine Sequenzanalyse der PCR-Produkte
anhand einer Auswahl an Proben bestétigt, so dass davon auszugehen ist, dass der Nachweis

der Expression der im Lutealgewebe ermittelten Zytokine gesichert ist.

Der Nachweis der Expression der mRNA von Zytokinen l&sst allerdings nur die Vermutung
zu, dass auch eine entsprechende Translation stattgefunden hat und bioaktives Protein gebil-
det wurde.

In zahlreichen Untersuchungen hat sich die Immunhistochemie als Nachweis der Proteinex-
pression bel gleichzeitiger Identfikation der Protein-exprimierenden Zelle bewahrt (PIQUET-
TE et a. 1994; SIMON et al. 1994; LORET DE MOLA et a. 1996; KONDO et al. 1995;
HEHNKE-VAGONI e al. 1995; ZHAO et al. 1998; CHEN et a. 1993; CHEGINI & FLAN-
DERS 1992; CHEGINI & WILLIAMS 1992; CHRISTOPHER 2000; JUNEJA et a. 1996;
TEERDS & DORRINGTON 1992; MATSUYAMA & TAKAHASHI 1995).

Zur Darstellung der zelluldren Proteinsynthese von Zytokinen beim Hund liegen bisher aller-
dings nur wenige Untersuchungen vor. DAY (1996) untersuchte in caninen Lymphknoten mit
Mineral-assoziierter Lymphadenopathie, granulomatdser Lymphadenitis und reaktiver Hy-
perplasie die Expression von IL-1f3, IL-6 und TNF-o. immunhistologisch. Die von ihm ver-
wendeten Antikdrper stammten vom Kaninchen und waren gegen eine Aminosaurensequenz
des humanen IL-1j, IL-6 und TNF-o. gerichtet, die mit der vom Hund eine hohe Homologie
aufweist. Die in dieser Studie verwendeten Antikorper (Fa. Genzyme) standen jedoch zum
Untersuchungszeitpunkt nicht mehr zur Verfligung, so dass Antikérper, die gegen humanes
TNF-o sowie humanes und porcines TGF-B1 (Fa. DPC Biermann) gerichtet waren, ausgete-
testet wurden. Leider konnten weder TNF-o. noch TGF-B1 spezifisch im CL der Hundin
nachgewiesen werden. Andere geeignete, paraffingangige Antikorper waren zum Zeitpunkt
der Untersuchung weder kommerziell noch anderweitig erhéltlich.

Zur ldentifikation der Sekretion von Zytokinen durch das,,CL*" bietet sich alternativ auch an,
entsprechend empfindliche Bioassays zum Einsatz zu bringen. Zur Anwendung beim Hund
wurden Bioassays fur IL-1 (D10 [N4]M-Proliferationstest), IL-6 (B9-Proliferationsassay) und
TNF-o (WEHI 164, Klon 13 Zytotoxizitétsassay) adaptiert (CARTER et al. 1999). Eine Zu-
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ordnung der Zytokin-produzierenden Zelle ist mit diesen Tests jedoch nicht moglich; ihre
Anwendung erscheint jedoch dann sinnvoll, wenn z.B. nach Etablierung spezifischer caniner
Lutealzellzellkulturen die Moglichkeit der Erfassung komplexer Reaktionsmechanismen auf
zelluérer Ebene mdoglich ist. Parallel zu vorliegender Arbeit wird derzeit in der eigenen Ar-

beitsgruppe an der Einrichtung solcher Systeme gearbeitet.

53 Diskussion der Ergebnisse

531 Nachweis der Expression von IL-8, IL-10, IL-12 (p40 Subunit), TNFo
und TGF-B1

IL-8:

Die Expression der mRNA von IL-8 wurde im CL der Hundin im Verlauf des Didstrus ohne
erkennbare Variationen nachgewiesen. Die anschlief3ende Sequenzierung bestétigte die Zu-
verlassigkeit dieses Ergebnisses. Vergleichbare Untersuchungen zur Expression der mRNA
Im CL existieren zur Zeit nur fir die Spezies Mensch. Hier wurde die mRNA und auch das
Protein von IL-8 in Granulosaluteinzellen exprimiert, wobel die Expression beider Parameter
unter der Stimulation mit IL-1oc und TNF-o anstieg (ARICI et a. 1996); Progesteron hemmte
die basale als auch die durch IL-1o stimulierte Expression von IL-8.

Da IL-8 an der Regulation der Proliferation und der Neubildung vaskulérer Strukturen betei-
ligtist (KOCH et al. 1992), kdnnte es daher als Wachstumsfaktor die Transformation des ovu-
lierten Follikels zum CL cyclicum fordern. Die Tatsache, dass Gonadotropine die Produktion
von IL-8 in Granulosazellen, aber nicht in Thekazellen induzieren, deutet auf eine solche spe-
zifische Funktion von IL-8 hin (RUNESSON et al. 2000).

Da in vorliegender Studie die mRNA Uber die gesamte Untersuchungsdauer offensichtlich
mehr oder weniger konstant exprimiert wurde, sind weitere Untersuchungen — auch im Zell-
kultursystem — zur Charakterisierung der Bedeutung von IL-8 fur die CL-Funktion notwen-

dig.
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IL-10:

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass auch die mRNA von IL-10 im Untersuchungszeit-
raum (Diostrus) bel der Hindin konstant exprimiert wurde. Die Zuverlassigkeit des Ergebnis-
ses wurde durch die anschlief3ende Sequenzierung bestétigt. Erwéhneswert ist die bei der Se-
guenzierung festgestellte Deletion von 6 Basen (ctgaga) an der Position 365-370 und der Ein-
bau der Base ,g" anstelle der Base ,,t* an der Position 399 im PCR-Produkt. Die beobachteten
Abweichungen von der Originalsequenz konnten zum Einen auf einem fehlerhaften Einbau
der Nukleotide durch die Tag-Polymerase beruhen oder zum Anderen auf einer abweichenden
Sequenz des Zytokins im Luteal gewebe.

Funktionale Untersuchungen zur Bedeutung von IL-10 fUr die Regulation der CL-Funktion
beim Hund liegen nicht vor.

Jedoch lieferten in vitro-Studien mit Lutealzellen bei der Frau einen Hinweis auf eine Mitbe-
teiligung von IL-10 an der Regulation der CL-Funktion als luteotroper Faktor. So stimulierte
IL-10 die Progesteronsynthese sowohl in Probenmaterial zyklischer a's auch gravider Frauen
(HASHII et al. 1998). Als essentiell erwies sich fur die immunologische Aktivierung und
Sekretion von IL-10 die Interaktion zwischen den Zellverbanden, denn nach Einfligen einer
Interzellschicht zwischen die Luteal zellen und die mononuklegren Zellen unterblieb der durch
die mononukledren Zellen vermittelte Anstieg von IL-10; die Progesteronproduktion wurde
davon jedoch nicht beeinflusst.

Untersuchungen beim Mensch haben gezeigt, dass TGF-1 die Produktion von IL-10 durch
Makrophagen aufregulieren kann ( MAEDA et a. 1995) und dass die Expression von TGF-3
Rezeptoren auf Tumorzellen aus dem Ovar, die mit IL-10 behandelt wurden, anstieg (NASH
et al. 1999). Nachdem in vorliegender Untersuchung sowohl die Expression von IL-10 als
auch die von TGF-f1 im CL der Hundin gezeigt werden konnte, kann dies moglicherweise

auf entsprechende Regul ationsmechanismen hindeuten.
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IL-12 p40 Subunit:

Auch die Expression der mRNA von IL-12 p40 Subunit konnte zu allen Untersuchungszeit-
punkten dargestellt werden, die Ergebnisse wurden durch die anschlief3ende Sequenzierung
bestétigt. Weder fir den Hund noch fur andere Spezies fanden sich in der Literatur Hinweise
zur Expression der mRNA dieses Zytokinsim CL.

Die IL-12 p40 Subunit wird im algemeinen anscheinend Uberwiegend von Makrophagen
exprimiert. Beziehungen zum Zyklusverlauf konnten BOUMAN et al. (2001) nicht zeigen, da
sich nach in vitro-Stimulation mit Endotoxin der Anteil an IL-12 produzierenden Monozyten

im Blut von Frauen aus der Luteal- und der Follikel phase nicht unterschied.

TNF-a:

Im Verlauf des Didstrus der Hiindin konnte auch fir TNF-ou eine relativ konstante Expression
der mRNA dargestellt werden, das Ergebnis wurde durch Sequenzierung bestétigt.

Auch im Lutealgewebe von Rind (PENNY et a. 1999; PETROFF et al. 1999; SAKUMOTO
et al. 2000b), Schwein (WUTTKE et al. 1993), Ratte (SANCHO-TELLO et al. 1992) sowiein
Granulosaluteinzellen von Mensch (LOY et al. 1992) und Maus (CHEN et al. 1993) wurde
die Expression von TNF-a. nachgewiesen. In Ubereinstimmung mit den eigenen Befunden
zeigte sich auch bei PETROFF et al. (1999) und SAKUMOTO et al. (2000b) eine nahezu un-
verdnderte Expression der mRNA von TNF-a im CL beim Rind wahrend des Zyklus und
auch wahrend der PGF,,-induzierten Luteolyse.

Beim Schaf war dagegen die Expression der mRNA von TNF-a im CL mittels Northern Blot
in den verschiedenen Stadien der lutealen Regression nicht nachweisbar. Mittels in situ-
Hybridisierung konnten allerdings positive Signale in einer kleinen Population residenter mo-
nonukledrer Zellen nachgewiesen werden, wobel sich alerdings keine signifikanten zeitab-
hangigen Unterschiede ergaben (JI et al. 1991).

Im CL des Rindes wurde immunreaktives TNF-a in makrophagenéhnlichen Zellen, Endothel-
und Thekazellen lokalisiert (TERRANOVA 1997). Im CL vom Schwein wurde die mRNA
von TNF-o. mittels Aspiration aus der Zellkultur in den grof3en Lutealzellen (WUTTKE et al.
1993) sowie die Proteinexpression von TNF-o in Endothelzellen (HEHNKE-VAGONI et al.
1995) und in der Nahe von Gefal3wéanden (ZHAO et al. 1998) nachgewiesen. Im CL der Frau
zeigten sich positive immunhistol ogische Signale besonders wahrend der mittleren Luteal pha-
se in den Granulosa- und Thekal uteinzellen sowie in makrophagenghnlichen Zellen (KONDO
et a. 1995; ROBY et a. 1990). Bei der Maus wurden im CL Hybridisierungssignale fur TNF
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in Lutealzellen und makrophagendhnlichen Zellen nachgewiesen, die mit steigendem Alter
des CL stérker wurden (CHEN et al. 1993).

PATE (1995) folgerte aus den bis dahin erhaltenen Ergebnissen, dass TNF-o. in der friihen
Lutealphase die Differenzierung der Lutealzellen férdern konnte, wahrend es in der spaten
L uteal phase die Induktion der Apoptose einleiten und eine zytotoxische Wirkung auf die Lu-
tealzellen ausiiben konnte. Dabei wird der Mechanismus der Interaktion von Immunzellen
und Zytokinen mit Lutealzellen im bovinen Modell wie folgt gesehen:

Zum Zeitpunkt der lutealen Regression, die beim Rind durch das aus dem Endometrium frei-
gesetzte PGF,,, eingeleitet wird, steigt die Expression von MHC | und insbesondere die Ex-
pression von MHC-II auf bovinen Lutealzellen an, wodurch Thl-, Th2- und zytotoxische
T-Zellen aktiviert werden und daraufhin mit der Sekretion von TNF-o., IFN-y und IL-2 begin-
nen. Durch IFN-y aktivierte im CL residente Makrophagen sezernieren ebenfalls TNF-o. so-
wie IL-1B. Sowohl das freigesetzte TNF-o als auch IFN-y und IL-1 bewirken einen weiteren
Abfall der Progesteronsekretion und einen Anstieg der lutealen Prostaglandinproduktion. Die
Interaktionen werden durch eine Verstérkung der Aktivierung von Thl- und Th2-Zellen durch
die Sekretion von IL-2 weiter unterhalten und fuhren letztlich auch durch die infolge von
TNF-o. und IFN-y ausgel 6sten zytotoxischen Effekte zu einem weiteren Fortschreiten der lu-
tealen Regression. Ob die Hypothese auch der lutealen Regression beim Hund zugrunde ge-

legt werden kann, bedarf allerdings weiterer Untersuchungen.

TGF-BL:

Auch die Expression der mRNA von TGF-B1 im CL der Hundin wurde zu alen Untersu-
chungszeitpunkten nachgewiesen und das Ergebnis durch anschlief3endene Sequenzierung
gesichert.

Immunhistologisch wurde beim Menschen in kleinen und grof3en Lutealzellen die Expression
von TGF-B1 nachgewiesen; ein sehr schwaches Signal wurde auch noch im Corpus albicans
beobachtet (CHEGINI & FLANDERS 1992, CHEGINI & WILLIAMS 1992). Die Intensitét
des Signals war in der mittleren Luteal phase am Stérksten ausgeprégt und zeigte in der spaten
Lutealphase einen Abfall. Bei der Maus lokalisierten JUNEJA et al. (1996) TGF-B1 mittels
Immunhistologie in Theca-, Granulosa- und Lutealzellen; sie konnten dabel keinen substan-
tiellen Unterschied in der Intensitdt oder Verteilung feststellen. Ebenfalls bei der Maus be-
schrieben SCHMID et a. (1994) eine starke Expression der mRNA von TGF-B1 mittels in
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situ-Hybridisierung im CL, sowie in der dulReren Granul osazellschicht von postantralen Folli-
keln.

Im CL der adulten Ratte wurde Uberwiegend in den grof3en Lutealzellen ein unregelméaliig
auftretendes immunhistologisches Signal fur TGF-f1 nachgewiesen (TEERDS & DOR-
RINGTON 1992). MATSUYAMA & TAKAHASHI (1995) lokaisierten TGF-f1 in
Makrophagen aus der Lutealzellkultur und im Lutealgewebe von Ratten.

VINATIER et al. (1995) folgerten aus den bis dahin erhaltenen Ergebnissen, dass TGF-1 in
der frihen und mittleren Lutealphase an der Aufrechterhaltung der Lutealfunktion beteiligt
sein konnte, wahrend es in der spédten Lutealphase zur lutealen Regression durch Induktion
der Apoptose von Endothel- und L uteal zellen beitragen konnte.

TGF-B1 und IL-10 scheinen eine gegenseitig stimulierende Wirkung zu besitzen (MAEDA et
al. 1995, NASH et a. 1999), welche die konstante Expression der mRNA beider Zytokine im
Verlauf des Di6strus der HUndin widerspiegelt.

Zusammenfassend ergibt sich, dass IL-8, IL-10 IL-12, TNF-a. und TGF-B1 wéhrend der ge-
samten L uteal phase mehr oder weniger konstant exprimiert wurden. Damit ergeben sich erste
Hinweise, fur welches Zytokin weiterfihrende quantifizierende Untersuchungen hinsichtlich
der Expression der mRNA sinnvoll erscheinen. Ebenso ist damit definiert, fir welches Zyto-
kin auf posttranskritioneller und translationeller Ebene weitere Untersuchungen notwendig
erscheinen, um ihre regulative (luteolytische) Rolle im CL weiter zu verifizieren.

Hier steht sicherlich die bel anderen Spezies gemachte Beobachtung im Vordergrund, dass in
zahlreichen in vitro-Untersuchungen eine hemmende Wirkung verschiedener Zytokine auf die
FSH-, LH- und hCG-stimulierte Synthese von Ostrogen und Progesteron deutlich wurde. Dies
deutet darauf hin, dass die durch Gonadotropine regulierte Steroidbiosynthese in der Granulo-
saluteinzellkultur verschiedener Spezies zusétzlich noch von nichtsteroidalen Faktoren, ein-

schliefdich der Zytokine, moduliert werden kann.
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53.2 Expression von IL-4

Die Expression der mRNA von IL-4 konnte im Lutealgewebe der HUndin zu keinen der ge-
wahlten Untersuchungszeitpunkten nachgewiesen werden. Die Expression der bei jeder Un-
tersuchung mitgeftihrten Positivkontrolle konnte dabei in allen Fallen mittels PCR und auch
Sequenzierung nachgewiesen werden, so dass die erhaltenen Ergebnisse fur ihre Zuverlassig-
keit sprechen.

Dieses Resultat deutet darauf hin, dass IL-4 im Corpus luteum der Hindin beim physiologi-
schen Zyklusverlauf keine regulative Bedeutung zukommt. Méglicherweise ist das Fehlen der
Expression von IL-4 auf eine Gegenregulation durch TGF-B1 zurtickzufuhren, da dieses die
durch IL-4 induzierte Antwort zytotoxischer T-Zellen unterdriickt (HERRMANN & ABDI
1996).

Untersuchungen beim Menschen belegen, dass der Nachweis von IL-4 weder im peripheren
Blut (AL-HARTHI et a. 2000, BOUMAN et a. 2001) noch in der Lutealzellkultur (HASHII
et a. 1998) wahrend des Zyklusverlaufes Schwankungen unterlegen ist. Jedoch konnte ein
Anstieg von IL-4 unter Kokultivierung von Granulosaluteinzellen mit mononukleéren Zellen
bei graviden Frauen beobachtet werden, so dass es —wie HASHII et al. (1998) vermuten - bei
der Umwandlung des Corpus luteum periodicum zum Corpus luteum graviditatis beteiligt
sein kdnnte, ebenso wie an der Aufrechterhaltung des CL graviditatis.

Im Hinblick auf die von der Frau jedoch deutlich abweichende Steuerung der Lutealfunktion
beim nicht-graviden und graviden Hund (s. Kap. 2.1.2), kdnnen entsprechende Schlussfolge-
rungen nicht gezogen werden.

533 Unter suchungen zur Expression von IL-6 und | FN-y

IL-6:

Die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse der Expression von IL-6 im CL der Hindin ges-
taltet sich schwierig. Die Expression von |L-6 konnte im ersten V ersuchsdurchlauf im CL von
5 verschiedenen Hundinnen, vorwiegend in der ersten Hélfte des Didstrus, nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse konnten im zweiten Versuchsdurchlauf jedoch nicht bestatigt wer-
den.

In der 3- untrandatierten Region von caninem IL-6 wurden 5 Kopien des Penta-
mers AUUUA entdeckt, welche die Fahigkeit besitzen sollen, die Stabilitdt der mRNA zu
reduzieren und den nukledren Transport zu beschleunigen (KUKIELKA et al. 1995), so dass
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ein Abbau der mRNA fir die Nichtreproduzierbarkeit der Ergebnisse ab einem bestimmten
Zeitpunkt verantwortlich sein kénnte, insbesondere dann, wenn die Proben mehrfach aufge-
taut und wieder eingefroren werden. Dafir sprechen auch die mit der Positivkontrolle erhalte-
nen Ergebnisse, die nach mehrmaligem Auftauen und Einfrieren eine Abnahme in der
Signalintensitdt der PCR-Produkte zeigten.

Ein solches Ergebnis kénnte sich auch daraus erklaren, dass die Expression von IL-6 im Lu-
tealgewebe auf einem so niedrigen Niveau ablauft, dass sie selbst durch die RT-PCR nur
schwer erfasst werden kann. Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Expression von [L-6 im
CL der Hundin ergeben demnach allenfalls Hinweise auf eine Expression auf niedrigem Ni-

veau.

I FN-y:

Anaog zu IL-6 ist auch fur IFN-y die Interpretation des Ergebnisses der Expression dieses
Zytokins im CL der Hundin problematisch. Einerseits konnte IFN-y im CL von 10 verschie-
denen Hiindinnen im ersten Versuchsdurchlauf eindeutig nachgewiesen werden (siehe Kapitel
4.2.2. und 4.3.7), andererseits konnten diese Ergebnisse in einem weiteren Versuchsdurchlauf
nicht reproduziert werden. Auch hier stellt sich die Frage, ob dieses Zytokin von den im Lu-
tealgewebe ansdssigen Zellen auf einem derart niedrigen Niveau exprimiert wird, dass es
selbst durch die RT-PCR nur schwer erfasst werden kann. Eine solche auf niedrigem Niveau
ablaufende Expression in Verbindung mit einem Abbau der mRNA nach wiederholtem Ein-
frieren und Auftauen konnte das erhaltene Ergebnis erkléren. Auch aus dem Blut stammende
Leukozyten, die bei der Isolierung miterfasst wurden, kénnten zu diesem Ergebnis gefiihrt
haben.

Die durchgefihrten Untersuchungen geben daher keinen abschlieffenden Hinweis auf eine
Expression von IFN-y im CL der HUndin. Eine weitere Verifizierung der erhaltenen Befunde

an frischem Probenmaterial erscheint daher notwendig.
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534 Expression von IL-1B und IL-2

Obwohl die Expression von IL-1f und IL-2 mit den in dieser Untersuchung verwendeten
Primerpaaren im Gehirn von an Staupe erkrankten Hunden (FRISK et al. 1999) und in den
Con A stimulierten Lymphozyten vom Hund sowohl bei GRONE et al. (1999) als auch in den
vorliegenden Untersuchungen jewells eindeutig positive Resultate lieferte, zeigten sich so-
wohl fir IL-1f as auch fir IL-2 im Lutealgewebe bei einigen Hindinnen unspezifische Pro-
dukte, d.h. Amplifikate, deren Basensequenz von ca. 290 bp unterhalb der erwarteten Ampli-
fikate fur IL-1B (323 bp) bzw. oberhalb (ca. 400 bp) der erwarteten Amplifikate (366 bp) fir
IL-2 lagen. Die Entstehung der Amplifikate mit einer kirzeren bzw. langeren Basensequenz
kann moglicherweise damit erklért werden, dass aufgrund der Beschaffenheit der Matrize
(Lutealgewebe) Ableseprobleme aufgetreten sind.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen jedoch eher vermuten, dass die mRNA der Zytokine
IL-1B und IL-2 im Lutealgewebe der Hindin im Verlauf des physiologischen Didstrus nicht

exprimiert wird.

Die Expression der mRNA von IL-2 wurde auch im bovinen CL von PETROFF et al. (1999)
untersucht; wie in den eigenen Untersuchungen ergaben sich jedoch ebenfalls lediglich un-
spezifische Produkte.

Anders adsin den eigenen Untersuchungen konnte im bovinen CL wéhrend der gesamten Lu-
tealphase (PETROFF et al. 1999) sowie in humanen Granulosaluteinzellen (PIQUETTE et al.
1994) die mRNA von IL-1B- nachgewiesen werden. Hinsichtlich der biologischen Wirkungen
wurden fir IL-1p inhibitorische Effekte auf die Progesteron- und Ostrogensekretion bei Rind
und Schwein (TOWNSON & PATE 1994; PITZEL et a. 1993) sowie stimulierende Effekte
auf die Prostaglandinsynthese bel Mensch, Rind, Schwein und Nager (WATANABE et al.
1993; NOTHNICK & PATE 1990; PITZEL et a. 1993; KOKIA et a. 1992) beobachtet und
es wurde daher postuliert (PATE 1995), dass es bel der Luteolyse eine nicht unerhebliche
Rolle spielen kdnnte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Im Gegensatz zu anderen Spezies sind beim Hund die die L uteolyse steuernden Mechanismen
noch weitgehend unklar. Dazu durchgefihrte Untersuchungen haben gezeigt, dass zumindest
bei der ingraviden HiUndin und anders als z.B. bei den landwirtschaftlichen Nutztieren, die
Luteolyse nicht durch ein uterines Luteolysin (PGF»,) initiert wird.

Dies legte die Vermutung nahe, dass die Lutealfunktion und insbesondere die luteale Regres-
sion bel der Hindin parakrinen und/oder autokrinen Steuerungsmechanismen unterlegen ist.
Sowohl der immunhistologische Nachweis als auch der Nachweis der Expression der mRNA
von Progesteron- und Ostrogenrezeptoren im CL der Hiindin haben erstmals eine solche Rolle
fur luteales Progesteron und Estradiol-17f3 erkennen lassen.

Ebenso konnte in vorausgehenden Untersuchungen der immunhistologische Nachweis von
CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten sowie von MHC Klasse Il exprimierenden
Makrophagen im CL der Hindin nachgewiesen werden. Dabei wurde ein Anstieg der
CD8-positiven Population sowie der MHC Klasse Il exprimierenden Population zum Zeit-
punkt der einsetzenden Luteolyse beobachtet. Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden
Arbeit die Expression der von diesen Immunzellen sezernierten Zytokine ermittelt werden.
Um erste Erkenntnisse Uber das Expressionsmuster von Zytokinen im CL der Hiindin zu ge-
winnen, wurde dabel ein breites Spektrum an Zytokinen zu definierten Zeitpunkten im Di-
ostrus im Rahmen ansteigender und wieder abfallender Progesteronkonzentrationen mittels
RT-PCR untersucht.

Dazu wurden jeweils 5 Hindinnen an den Tagen 5, 15, 25 und zwischen dem 60.-80. Tag
sowie jeweils 4 Hindinnen an den Tagen 35 und 45 nach der Ovulation einer Ovariohysterek-
tomie unterzogen. Die Corpora lutea wurden méglichst vollstdndig vom umgebenden Ovar-
gewebe separiert, in Tissue Tec® bzw. RNAlater™ eingebettet und bei —80°C gelagert. Die
komplette RNA wurde mit Trizol® Reagent isoliert und einer Behandlung mit DNase unter-
zogen, um Rucksténde genomischer DNA zu eliminieren. Danach wurde die RNA unter Ver-
wendung des RNA PCR Core Kit (Perkin EImer) in cDNA umgeschrieben und anschlief3end
unter Verwendung spezifischer caniner Primer far 1L-13, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-o, IFN-y und TGF-1 amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2 %igem Aga
rosegel, das mit Ethidiumbromid geféarbt wurde, sichtbar gemacht.
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Als Positivkontrolle diente RNA von mit Con A stimulierten caninen Leukozyten und das
» Housekeeping Gene* GAPDH. Als Negativkontrolle wurde Wasser anstelle von RNA mit-
gefuhrt, um eine Kontamination der L 6sungen auszuschlief3en.

Zur Bestétigung der Ergebnisse wurde die Untersuchung aller Proben nochmals wiederholt
und durch Sequenzierung ausgewahlter PCR-Produkte zusétzlich abgesichert.

Die mRNA der Zytokine IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. und TGF-B1 wurde mit gewissen indivi-
duellen und experimentell bedingten Variationen weitgehend unabhéngig vom Untersu-
chungstag in beiden Versuchdurchldufen relativ konstant exprimiert. Die Expression von
TNF-o stellte sich dabei visuell im Vergleich zur Expression von IL-8, IL-10, IL-12 und
TGF-B1 insgesamt etwas schwécher dar. Die Untersuchungen zur Expression der mRNA von
IL-4 ergaben in alen Proben eindeutig negative Ergebnisse. Entsprechend negativ verliefen
die Untersuchungen zur Expression der mRNA von IL-1 und IL-2, wobei der Erhalt unspe-
zifischer Amplifikate eine abschlief3ende Interpretation allerdings nicht erlaubt. Die Ergebnis-
se der Untersuchung zur Expression der mRNA von IL-6 und IFN-y sind heterogen. So ge-
lang der Nachweis bel einem Teil der Proben im 1. Versuchsdurchlauf, nicht mehr jedoch im
2. Versuchsdurchlauf. Nachdem die Richtigkeit des Amplifikates fur IFN-y durch Sequenzie-
rung bestétigt wurde, muss derzeit davon ausgegangen werden, dass die Expression beider
Zytokine auf so niedrigem Niveau verlauft, dass ihre Detektion an der Empfindlichkeitsgren-
ze des angewandten PCR-Verfahrens ist, insbesondere wenn im Rahmen des ,, Probenhand-
ling“ mMRNA verloren geht. Insgesamt gesehen scheinen die Untersuchungsergebnisse jedoch
auf eine eher untergeordnete Rolle von IL-6 und IFN-y im CL der Hindin hin zu deuten.
Diein vorliegender Untersuchung dargestellte Expression der mRNA von IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-o. und TGF-f1 im CL der Hindin suggeriert, dass diese Zytokine eine moglicherweise
modulatorische Funktion bei der Differenzierung, Aufrechterhaltung und Regression des CL
besitzen konnten. Aus der Literatur ist bekannt, dass IL-10 as luteotroper Faktor die Pro-
gesteronproduktion fordert, wahrend TGF-B1 sowohl luteotrope als auch luteolytische Eigen-
schaften zugesprochen werden. Wie TGF-B1 scheint auch TNF-o die Differenzierung der
Lutealzellen in der frihen Lutealphase zu férden, wahrend es in der spédten Lutealphase die
Apoptose durch zytotoxische Effekte zu induzieren scheint. Die Wirkung von IL-8 wird
hauptséchlich in der Férderung der Angiogenese des sich entwickelnden CL gesehen.

Diese bel anderen Spezies gemachte Beobachtungen jedoch auf Vorgange im CL bei der
Hundin zu Ubertragen, wéaren zum gegenwartigen Zeitpunkt rein spekulativ. Daher sind weite-

re Untersuchungen, z.B. in einem geeigneten in vitro-System oder der Nachweis des Bil-
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dungsortes der Zytokine im CL mittels Immunhistochemie notwendig, um die Ergebnisse
weiter zu verifizieren. Mangels geeigneter Antiseren konnten in vorliegender Arbeit diesbe-

ziigliche Ergebnisse nicht erhalten werden.
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7 SUMMARY

Luteolysisin the dog is still poorly understood and different to other domestic animal species.
At least in nonpregnant bitches luteolysis is not initiated by a luteolytic agent (PGF,,) se-
creted from endometrium.

It was therfore postulated that parakrine and/or autokrine regulatory mechanisms are involved
in luteal regression in the dog. Detection of progesterone- and estrogenreceptors in the CL of
the dog on the protein- and mRNA-level have first indicated such arole for luteal progester-
one and estradiol-17p3.

Preceeding immunohistological investigations have demonstrated the presence of CD4- and
CD8-positive T-lymphocytes and also of MHC class |1 antigen positive cellsin the CL of the
bitch with an increase in the population of the CD8-positive and MHC class Il positive cells
towards luteolysis. The present investigation were therefore designed to detect by means of
RNA-technology the expression of a broad spectrum of cytokines possibly secreted by these
cells during the course of diestrus covering the periods of increasing and decreasing proges-
terone concentrations.

Five bitches were ovariohysterectomised on days 5, 15, 25 and between days 60-80 after
ovulation and 4 bitches on days 35 and 45 respectively. The corpora lutea were separated
from surrounding ovarian tissue, embedded in Tissue Tec® or RNAlater™ and stored at
-80°C. Tota RNA was isolated using Trizol® Reagent and treated with DNase to eliminate
genomic DNA. RNA was tranglated in cDNA using the RNA PCR Core Kit (Perkin EImer)
and then amplified with canine specific primers for IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, TNF-o, IFN-y and TGF-B1. The amplicons were visualised on a 2 % ethidium bromide
stained agarose gel.

RNA isolated from canine leukocytes stimulated with Con A and the *housekeeping gene”
GAPDH were used as positive controls. To exclude contamination of solutions, water was
used as a hegative control instead of RNA.

For confirmatory purposes each sample was investigated a second time; the results were addi-
tionally confirmed by sequencing selected samples of positive PCR-products for each cyto-
kine.

The expression of mRNA for IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. and TGF-B1 could be detected in all
samples during the course of diestrus in both experimental runs without any obvious varia-

tions. Expression of TNF-oo MRNA seemed to be weaker than expression of mRNA for IL-8,
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IL-10, IL-12 or TGF-B1. All tests for the expression of IL-4 were clearly negative. Also the
expression of the mRNA of IL-1 and IL-2 could not be detected although some unspecific
amplicons showed up. Results concerning the expression of IL-6 and IFN-y mRNA were am-
biguous. Thus expression of IL-6 mRNA was clearly shown in 5 samples during the first run;
however, results were negative during the second run performed several months later. Simi-
lary expression of IFN-y mRNA could only be demonstrated during one run. Based on the
accuracy of the controls run in each assay it is assumed that expression of these two cytokines
Is at the lower limit of detection of the applied mRNA assay, particularly if aloss of mMRNA is
considered during the thawing and freezing procedures. In summary the importance of IL-6
and IFN-y in the CL of the bitch rather seems to be negligeable.

The expression of mRNA for IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o. and TGF-1 suggests that they may
have a modulatory function in differentiation, maintenance and regression of the canine CL.
Other studies have shown that IL-10 acts as a luteotrophic agent by promotion of progester-
one production while TGF-1 seemed to have luteotrophic as well as luteolytic properties.
Similarly TNF-a seems to promote the differentiation of luteal cells in the earlier phases of
diestrus while it induces apoptosis by cytotoxic effects in late diestrus. IL-8 seems to be
mainly involved in promotion of angiogenesis by reorganising the CL in the early luteal
phase. These observations may also apply to the canine CL. However, at present this remains
merely speculative. Hence further investigations are necessary which should also include ade-
guate in vitro systems and methods allowing the identification of the cytokine-producing
cells. Due to the lack of adequate antisera the latter information could not be obtained during

the course of these studies.
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9.1 Verlauf der Progester onkonzentrationen (P4; ng/ml) im Blutplasma

alsIndikator fir den Zeitpunkt der Ovulation

Tabelle 13: Gruppe OHE am Tag 5 p. ov.

Pila Asta Zora? Marla Tini

Datum P, Datum P, Datum P, Datum P, Datum P4

16.11.99* | 4,75(28.11.99* | 3,72(10.01.00* | 3,15|07.05.00* | 4,56|31.10.01*| 1,66

171199 | 6,78/29.11.99 | 6,22(13.01.00 |11,92|08.05.00 | 7,07{05.11.01 | 6,73

22.11.99 |50,99|04.12.99 |24,65(/17.01.00 |47,34|12.05.00 |42,15|09.11.01 | 22,41

* unterstelltes Datum Tag 1 p. ov.

# Blutprobe aus der V. ovarica

Tabelle 14: Gruppe OHE am Tag 15 p. ov.

Pat 2 Kim Fee Tina Rejca

Datum P, Datum P, Datum P, Datum P4 Datum P,

11.08.99* | 3,03

13.08.99 | 8,08(08.08.99* | 3,63 21.0499 | 314

*

15.08.99 | 20,89|10.08.99 | 6,37|05.08.99* | 2,89|23.04.99 | 7,38

16.08.99 | 27,25(11.08.99 |11,45(07.08.99 | 6,96|26.04.99 |>16,1| 14.10.98 | 6,36

*

27.08.99 | 55,87(25.08.99 |51,25|22.08.99 |55,98|07.05.99 | fehlt|29.10.98 | 51,78

27.08.99 | 1817 |25.08.99 | 8017|22.08.99 | 813" [07.05.99 | *fehlt [ 29.10.98 | fehit

* unterstelltes Datum Tag 1 p. ov.
# Blutprobe aus der V. ovarica
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Tabelle 15: Gruppe OHE am Tag 25 p. ov.

Daisy’ Luca Lotte Shila Flo
Datum Pa Datum Pa Datum Pa Datum P, | Datum Pa
23.05.99 | 2,02
24.05.99 7,29
14.06.99* | 3,95 25.05.99 | 14,65
03.07.99* | 5,13|15.06.99 9,41(18.10.01* | 5,12|23.08.00* | 2,60|04.06.99 | 33,10
07.07.99 |50,17(17.06.99 |33,58|21.10.01 |20,07|25.08.00 | 6,15/11.06.99 | 43,26
28.07.99 9,13/10.07.99 |70,23(12.11.01 |26,42|18.09.00 | fehlt|18.06.99 | 58,67
28.07.99 | 384" [10.07.99 | 759 18.09.00 | 163" (18.06.99 |959,8"
* unterstelltes Datum Tag 1 p. ov.
# Blutprobe aus der V. ovarica
Tabelle 16: Gruppe OHE am Tag 35 p. ov.
Fox Oda Timba Maja
Datum Pa Datum Ps Datum Pa Datum Pa
19.05.99* 514
20.05.99 12,03
21.05.99 17,25
04.06.99 36,75
05.08.99* | 3,27 21.04.99* 9,45|11.06.99 | 4855
06.08.99 5,25/03.08.99* | 3,48(23.04.99 27,80(18.06.99 49,48
08.08.99 |16,11|05.08.99 | 9,14|25.0499 | >16,1{21.06.99 | 34,39
10.09.99 |[33,75/08.09.99 | 27,3|25.05.99 25,76(23.06.99 | 33,87

* unterstelltes Datum Tag 1 p. ov.

* Blutprobe aus der V. ovarica
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Tabelle 17: Gruppe OHE am Tag 45 p. ov

Luna Pat Sinah Gil
Datum P4 Datum Pa Datum Pa Datum P4
11.01.99* | 2,13
13.01.99 8,62
15.01.99 |18,70
17.01.99 |34,39
19.01.99 |3241
03.08.99* | 5,08 22.01.99 | 52,6(29.05.99* | 5,58
05.08.99 | 17,83|26.06.98* | 4,68|26.01.99 75,4131.05.99 |25,22
17.09.99 | 21,01|12.08.98 | 15,73|26.02.99 25,7113.07.99 |[29,34

* unterstelltes Datum Tag 1 p. ov.

# Blutprobe aus der V. ovarica

9.2

komplette Sequenzen der untersuchten Zytokine

Komplette Sequenz von IL-8:

1
61
121
181
241
301

agasagasac
tcttggcage
gttcagaact
ttasagaact
agcttttcaa
tgcagatatt

cagaacgaag
ttttgtectt
tcgatgecag
gagagtgatt
tggaaatgag
tctasagaag

gcaccttgtg
tctgcagctc
tgtatanaaa
gacagtggec
gtgtgcetgg
gctgagasac

taaacatgac
tctgtgaage
cacactccac
cacattgtga
accccaagga

aagatccgtg

ttccaagctg
tgcagttctg
acctttccat
aaactcagaa
asaatgggta

aaaCaaCaaa

gctgttgete
tcaagagtca
cccaaatata
atcattgtaa
CazaagQttg
cac
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Komplette Sequenz von IL-10:

1 catgcatggc  tcagcactgc  tctgttgetg cctggtcctc  ctggecgggg  tgggagecag
61 ccgacaccag —agcaccctac  ttgaggacga  ctgcacccac  ttcccageca gectgeccca
121 catgctccga  gagctccgag — ctgecttcgg gagggtgaag  atcttctttc aaatgaagga
181 caagctggac aacatactgc  tgaccgggtc  cctgetggag — gactttaaga gttacctggg
241 ttgccaagcc — ctgtcggaga  tgatccagtt ttacttggag gaggtgatgc  cccgggcetga
301 gaaccacgac ccagacatca agaaccacgt  gaactcccty  ggagagaagc  tcaagaccct
361 caggctgaga ctgaggctgc  gacgctgtca  ccgatttctt ccctgtgaga  ataagagcaa
421 ggcgotggag caggtgaaga  gcgcatttag — taagctccag — gagaaaggtg  tctacasagc
481 catgagtgag  tttgacatct tcatcaacta catagaaacc tacatgacaa  tgaggatgaa
541 aatctgasac  gtgctggaga acasaacacC — caggatggca - actcttctcg actctaggac
601 atgasttgga  gaictgcasa  ataccatccc — gagatgtagg — agagccgacce  aactgcttgg
661 agaaccccgt  catacctctc tcttagaata tttattactc tgatacctca actcccattt
721  gtatttattt actgagcttc tctgtgaa

Komplette Sequenz von IL-12 p 40 Subunit:

1 atgcatcctc  agcagttggt  catctcctgg ttttcecteg ttttgctggc gtcttcectc
61 algaccatat  gggaactgga (Qgasagatgtt  tatgttgtag agttggactg  gcaccctgat
121 gecceccggag  aaatggtggt  cctcacctge cataccectg aagaagatga catcacttgg
181 acctcagcgc agagcagtga  agtcctaggt  tctggtasaa  ctctgaccat ccaagtcaaa
241 gaatttggag  atgctggcca  gtatacctgc cataaaggag  gcaaggttct gagccgctca
301 ctcctgttga  ttcacasasa  agaagatgga  atttggtcca  ctgatatctt aaaggaacag
361 aaagastcca aaastaagat  ctttctgaaa tgtgaggcaa  agaattattc tggacqgtttc
421  acatgctggt ggctgacggc  aatcagtact gatttgaaat tcagtgtcaa  aagtagcaga
481 ggcttctctg acccccaagg —ggtgacatgt ggagcagtga  cactttcagce agagagggtc
541 agagtggaca acagggaita  taagaagtac  acagtggagt  gtcaggaagg  cagtgcctgc
601 ccctctgccg — aggagagect acccatcgag  gtegtggtgg  atgctattca caagctcaag
661 tatgaaaact acaccagcag  cttcttcatc agagacatca tcasaccaga  cccacccaca
721 aacctgcagc  tgaagccatt gaaaaattct cggcacgtgg  aggtcagctg — ggaatacccc
781 gacacctgga gcaccccaca  ttcctacttc tccctgacat  tttgegtaca  ggeccagggc
841 aagaacasta (Qagasaagaa agatagactc  tgcgtggaca  agacctcagc  caaggtcgtg
901 tgccacaagg atgccaagat — ccgcgtgcaa  gcccgagacc — gctactatag ttcatcctgg
961 agcgactggg  catctgtgtc ctgcagttag gttccacccc  caggatgaat  cttgg
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Sequenz von TNF-q:

1
61
121
181
241
301
361

Komplette Sequenz von TGF-B1:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

tgtccagaca
agcaaaccce
ggccaacgge
catctactcc
ccacaccatc

caagagccct
catctacctg

gaattcggca
ccgeccteeg
acgectggec
aagcggaagc
ccceegagee
aacagcacce

gactactacg

gagaaagtca
gaagcagtgc
ttaaaagcgg
ctcagcaacc
ggagtcgtga
cactgttcct
agecgeegag
gccaccccac

accaactact

ttccgcaagg

tgcctgggge
ctgtacaacc

gagccactgc
atgatcgtge
ccggcaggne
ccaggcatce

gtcaaatcat

gaagctgagy
gtggagctga
caggtcctct

agecgctteg
tgccaaaggg
ggaggggtct

cgageeccge
ggctgeggct
ggccggeege
gcatcgaggc
agggggagat
gcgaccgggt
ccaaggaggt
agaaaagtcc
ctgagceegt
agcagcatgt
ggctgctgge
ggcagtggct
gtgacagcaa
gtgacctgge
tggagagggc
gcttcagete
atctgggctg
cctgeeccta
agCcacaacce
ccategtgta
gctectgeaa
cggcececgec

cceeccatce

cttctcgaac
ggcagctcca
cagacaacca
tcaagggeca
ccgtctecta
agaccccaga

tccaactgga

tcgegctete
gctgecgcetg
cggactgtcc
catccgegge
gecgeecgtg
ggcgggggay
caccecgegtg
gcacagcata
cttgctctec
ggagctgtac
gcccagegac
gagecatgga
agataacaca
caccattcat
ccagcacctg
Cacggagaag
gaagtggatc
catttggagc
gggcgegteg
ctacgtgggc
gtgcagctga
ccegecegct

cccggggtee

cccaagtgac
gtggctgage
gctgatagtg
agggtgcecct
CCagacaaag
ggggaccgeg
gaaggg

ggcagtgeeg
ctgctgecge
acctgcaaga
cagatcctgt
ccgctgeceg
agcgecgage
ctaatggtgy
tatatgetct
cgggcagagt
cagaaatata
acgccagaat
ggggaagtcy
ctgcaagtag
ggcatgaacc
cacagctcce
aactgctgeg
catgagceca
ctggacacgc
gcggcgeegt
cgcaageeca
ggcccegecc
gcgeegggct
attaaaggtg

aagccagtag
cgacgtgeca
ccgtcagatg
tccacccatg

gtcaacctac

gccaagecct

ggggegeege
tgctgeggct
ccatcgacat
ccaagctgey
aggccgtgct
cggageecga
aasacaccaa
tcaacacatc
tgcgectget
gcaatgattc
ggctgtectt
agggctttcg
acattaacgg
gacccttect
ggcagegecg
tccggeagct
agggttacca
agtacagcaa
gctgegtgee
aggtggagea
cgtccggeag
gtatttaagg
gagagaggg

ctcatgttgt
atgecctect
ggttgtacct
tgctcctcac

tctctgecat
ggtacgagee

ctcceccatg
actagtgctg
ggaactggty
gctctccage
ggccctctac

gcecgaggcg
caaaatctat
agagctccga
gaggctcaag
ctggegetac
tgatgtcact
cctcagtgec
gttcagttcc
gctectcatg
ggcectggac
ctacattgac
cgctaacttc

ggtcctggec
gcaggegcty
gctgtcgaac
gcceegeeca

acaccgcgec
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Komplette Sequenz von I L -6:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

geectcgage
aactcectct
cctacceegg
ctcacctctg

ctgagaaagg
gaaaataacc

astcaggaga
aatatcetee
accaagatce
cctgacccaa
aagcacacaa
agggctgttc
ttctccagtc
aaaagtatga
tgatatggag
aaatatttta
ctegatgttt
taacttatgc
ttttatacca

ccaccaggaa
ccacaagcgc
gacccctgge
caaacazagt
agatgtgtga
tacatcttcc
cctgcttgac
agaacaacta
tggtccagat
ccacagacgc
caattcacct
ggataatgta
agaaacctgt
gcgttaggac
ttaatttata
tgtattcatt
cggagecagg
atatttttaa
atasacacct

Partielle Sequenz von | FN-y:

1
61
121
181
241
301
361
421

tctcttgget
tttaatgcaa
asatggagag
aaactgttg
gaagacatgc
ctgattcaza
asagtgatga
ctgtttcgag

gttactgcca
gtaatccaga
aggagagtga
acaactttaa
ttggcaagtt
ttcctgtgaa
atgatctctc
gcegeagage

Cgaaagagag
cttctecctg
aggagattcc

ggaagaactg
caagtttaac

caaactggag
aagaatcact
tgagggtgat
gctaaagagc
cagcctgeag
catcctgegg
gectgggeat
gcagtgggea
actattttaa
taagtaatag
ttgasaaagt
tcatttcttg
aagaaatatt
titt

ggccatgttt
tgtatcggac
casaacaatc
agataaccag
cttaaatagc

cgatctgeag
accaagatcc
atcgaaataa

ctccatctge

gggctgctcc
aaggatgatg
attaagtaca
aagtgtgaag
ggasaagaty
accggtcttg
aaggaasaty
aaggtasaga
gctatcttge
agtctggagg
ctaagattgc
caaaacttat
ttatttttaa
atatttatat
taacgtasaa
gaatgtgtag
tatactgtgt

tttacagaaa
ggtgggtcte

attcagagcc
atcattcaaa

agcaccagta
gtccagegea
aacctaagga
tggtcatcct

cctccaggac
tggtgatgge
ccacttcaaa
tccteggeaa
acagcaaaga
gatgcttcca
tggagtttca
tcaagtctt
atcaggatga
agtcgcagga
atttcctgea
tgtagttcat
gttgttctct
tttattgata
tttttatgaa
tgctatgcgg
gtttacctca
ttatataatg

tagaaaacct
tittcgtaga
aaattgtctc
ggagcatgga
agagggagga
aggcgatasa

agcggaaaag
gccageacta

cccagctatg
tactgctttc
tagtctacca
aatctctgea
ggcactggea
atctgggttc
gctacacctg
gcacatgagt
agtgaccact
tgagtgcgty
gttcagtctg
gggcattcct
gtgaggaact
tttaaatatg
gtgccactty
cttgaatatc
aatacatggc
tttagattgt

aaaggaatat

tattttgaag
tttctacttg

taccatcaag
cttccttaag
tgaactcatc
gagtcagaat
tttgaatttt
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komplette Sequenz von GAPDH:

1 atggtgaagg  tcggagtcaa  cggatttggc  cgtattgggc  gectggtcac cagggctgcet
61 tttaactctg gcaaagtgga  tattgtcgcee atcaatgacc  ccttcattga tctcaactac
121 atggtgtaca  tgttccagta tgattctacc cacggcaaat  tccacggcac — agtcaaggct
181 gagaacggga aacttgtcat caacgggaag tccatctcca tcttccagga ~ gcgagatcce
241 gccaacatca  aatggggtga  tgctggtgct gagtatgttg tggagtccac  tggggtcttc
301 ccaccatgg agaaggctgg  ggctcacttg  aaaggcgggyg ccaagagggt - catcatctct
361 gctccttetg ctgatgcccc  catgtttgtg atgggcgtga  accatgagaa  gtatgacaac
421 tccctcaaga — ttgtcagcaa  tgectectge accaccaact  gcttggctcc  tctagccaaa
481 gtcatccatg accacttcgg  catcgtggag — ggcctcatga  ccaccgtcca  tgccatcact
541 gccacccaga agaccgtgga  cggeccctct gggaagatgt ggegtgacgg  ccgaggggct
601 gcccagaaca tcatcectgc  ttccactgge getgecaagg  ctgtgggcaa ggtcatcect
661 gagctgaacg (ggaagctcac  tggcatggcc  ttccgtgtcc ccacccccaa  tgtatcagtt
721 gtggatctga  cctgecgect ggagasagct  gccaaatalg  acgacatCaa  gaaggtagtg
781 aagcaggcat cggagggacc  cctcaaaggc  atcctggget acactgagga  ccaggtggtc
841 tcctgtgact tcaacagtga  cacccactct  tccaccttcg acgccgggge  tggceattgee
901 ctcaatgacc  actttgtcaa gctcatttcc tggtatgaca  atgaatttgg ctacagcaac
961 cggotggtgg  acctcatggt ctacatggcc  tccaaggagt aa
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