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1 Einleitung und Literaturiibersicht

1.1 Anatomie und Histologie der Rinderplazenta

Die Rinderplazenta wurde in den letzten 100 Jahren in der Literatur mit
unterschiedlicher Nomenklatur beschrieben. Ursache hierfiir sind die unterschiedlichen
Betrachtungsweisen der Autoren, ob nun makroskopischer, mikroskopischer oder
funktioneller Natur. STRAHL (1911) prigte zunichst den Begriff der Semiplacenta
multiplex sive cotyledonaria. Aus der Beobachtung heraus, dass der maternale Anteil
der Plazenta beim Rind nicht abgesto3en wird, die Nachgeburt des Rindes also nur aus
dem fetalen Anteil der Plazenta besteht, entstand der Begriff Semiplazenta. Der Begriff
der Placenta multiplex sive cotyledonaria leitet sich aus dem Verteilungsmuster der
feto-maternalen Kontaktzonen dieses Plazentationstyps ab. Vom 12. bis zum 22. Tag
post conceptionem (p.c.) kommt es zur Elongation der Blastozyste. Um den 22. Tag
p.c. lassen sich verschiedene feto-maternale Kontaktbereiche unterscheiden (LEISER,
1975). In den Uterushornspitzen kommt es lediglich zu einer Anlagerung des
Trophoblasten an das uterine Epithel. Die intensivste feto-maternale Verbindung
befindet sich dort, wo der Embryo in der Keimblase lokalisiert ist. Hier kann man
schon zu diesem frithen Zeitpunkt von einer echten Verbindung zwischen fetalem und
maternalem Anteil der Plazenta sprechen. Ab dem 30. Tag p.c. beginnt eine
Reduzierung dieser Kontaktoberfliche auf multiple differenzierte Bereiche, die
Plazentome. Diese bestehen aus einem maternalen Anteil, der im Endometrium
priformierten Karunkel (ATKINSON et al, 1984), und einem fetalen Anteil, der
Kotyledone. Im Bereich der im Uterus angelegten Karunkelanlagen bildet sich im
anliegenden Chorion jeweils eine ,korrespondierende® Kotyledone. An dieser Stelle
wachsen nach und nach fetale Zotten in die sich gleichzeitig vergrof3ernde
Karunkelanlage ein (BJORKMAN, 1954). Da sich diese kontinuierlich verzweigen,
spricht man auch von fetalen Zottenbuscheln, die in die Krypten der maternalen
Karunkel einwachsen. LEISER und KAUFMANN klassifizieren die Rinderplazenta
daher als villosen Plazentatyp (1994). Diese Chorionzotten bestehen aus Mesenchym,
welches Blutgefifle enthilt, die aus dem viszeralen Mesoderm der Allantois

hervorgegangen sind. Dieses bindegewebige Geriist ist von einem einschichtigen
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Epithel, dem Chorionepithel oder den Trophoblastzellen, iberzogen. Die Krypten der
maternalen Karunkeln sind ebenfalls mit einem einschichtigen Epithel, dem Uterus-
oder Karunkelepithel, ausgekleidet (BJORKMAN, 1954). Die Chorionzotten
verzweigen sich zu Primir-, Sekunddr- und Tertidrzotten, welche mit maternalen
Primir-, Sekundir- und Tertidrkrypten komplementir interdigitieren (PFARRER et al.,
2001). Somit kommt es zu einer intensiven Verankerung des fetalen Anteils der
Plazenta im Uterus (LEISER et al, 1998). Die Anzahl der Plazentome der
Rinderplazenta variiert zwischen 70 und 150 (LEISER und KAUFMANN, 1994,
WOODING und FLINT, 1994). Angeordnet sind diese Plazentome jeweils in vier

Reihen zu circa zehn Plazentomen in jedem Horn.

Die bovine Plazenta wird aufgrund ihres histologischen Aufbaus auch als Placenta
epitheliochorialis bezeichnet (GROSSER, 1909; Ubersicht in BJORKMAN, 1970).
Dieser Begriff gibt an, welche und wieviele Schichten zwischen fetalem und
maternalem Blutkreislauf vorhanden sind. Bei einer Placenta epitheliochorialis bleiben
auf der maternalen Seite alle Gewebeschichten (Epithel, Bindegewebe, Endothel der
miutterlichen Gefi3e) erhalten. Das Chorion liegt somit einer intakten
Uterusschleimhaut an. Dieses Vorhandensein zweier intakter Epithelzellschichten soll
die maternale immunologische Abwehrreaktion gegeniiber den fetalen Zellen
abschwichen (WOODING, 1982b; ENDERS und CARTER, 2004). Bei der Placenta
epitheliochorialis kommt es bei Betrachtung verschiedener Spezies generell nicht zu

einer Invasion von Trophoblastzellen in das mitterliche Gewebe.

Im bovinen Chorionepithel lassen sich jedoch zwei unterschiedliche Zelltypen
unterscheiden, uninukledre und meist binukledre Trophoblastzellen (WIMSATT, 1951;
BJORKMAN, 1954). KLISCH et al. (1999a) fithrten fiir die binukleiren
Trophoblastzellen des Rindes erstmals den Begriff der ,,trophoblast giant cells* (TGC)
ein. Die uninukleiren Trophoblastzellen besitzen die Eigenschaften, die man von
Epithelzellen erwartet. Sie sind polarisiert und haben daher basal Kontakt mit der
Basalmembran und bilden apikal einen Mikrovillisaum und ,,tight junctions* aus. Uber
diese Mikrovilli interdigitieren die Trophoblastzellen mit dem Mikrovillisaum des

Uterusepithels (LEISER, 1975). Dieser innige Kontakt halt wihrend der gesamten
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Graviditit an und 16st sich erst direkt unter der Geburt, damit der fetale Anteil der
Plazenta als Nachgeburt abgestoBen werden kann (BJORKMAN und SOLLEN,
1960). Die Ablosung der fetalen Plazenta wird moglicherweise durch eine extreme
Abflachung des Karunkelepithels, beziehungsweise durch eine vollige Abwesenheit des
maternalen Epithels in einigen Bereichen, zum Ende der Trichtigkeit erleichtert

(WOICKE et al., 1986; SCHULER, 2000).

Der zweite Zelltyp, der im fetalen Chorionepithel vorkommt, sind die TGC. Da die
TGC in das Uterusepithel migrieren und mit uterinen Epithelzellen zu feto-maternalen
Hybridzellen, also zu Synzytien, fusionieren, fihrte WOODING (1992) den Begriff

der Placenta synepitheliochorialis fiir die Wiederkduerplazenta ein.

Die TGC kommen mit einem konstanten Verhiltnis von ungefihr 20 % wihrend der
gesamten Graviditit im Chorionepithel vor, besitzen aber nicht die typischen
Eigenschaften von Epithelzellen (WOODING und FLINT, 1994). Sie sind nicht
polarisiert, das hei3t, sie haben keinen Kontakt zur Basalmembran und bilden auch
keine apikalen Mikrovilli aus (WOODING, 1982b). Als Ursprung der TGC werden die
mononukledren Trophoblastzellen gesehen, die nach einer azytokinetische Mitose zwei
Zellkerne aufweisen (WIMSATT, 1951; WOODING, 1992), daher wurden sie frither
als binukleire Zellen (binucleate cells, BNC) oder Diplokaryozyten bezeichnet.
Allerdings sind die Riesenzellen nur in etwa 80 % der Fille binukledr (WOODING et
al., 1997) und in der bovinen Plazenta existieren neben diesen binukledren Riesenzellen
auch Zellen mit mehr als zwei Zellkernen. KLISCH et al. (1999a; 1999b) gehen bei der
Entstehung der dreikernigen Riesenzellen aus uninukledren Trophoblastzellen von
einer tripolaren azytokinetischen Mitose aus. Weiterhin zeigten KLLISCH et al. (1999a),
dass nicht alle mononukledren Riesenzellen eine Vorstufe in der Differenzierung zu
binukleiren TGC sind, sondern dass einige einkernige TGC als eigene Untergruppe der
Riesenzellen gelten. Durch den Beweis, dass neben binukledren auch uni- und
multinukledre Riesenzellen vorkommen und anhand der Tatsache, dass bovine TGC
einen DNA-Gehalt von bis zu 32¢ pro Kern besitzen (KLISCH et al., 1999b), ist die
Verwendung des Terminus , Trophoblastriesenzelle” dem Begriff der BNC
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vorzuziehen. In Nagerplazenten konnen die Riesenzellen einen DNA-Gehalt von bis

zu 1024c¢ erreichen (ZYBINA et al., 2000).

Die TGC haben, wie oben erwihnt, die Fihigkeit, aus dem Chorionepithel in das
maternale Epithel einzuwandern (WOODING, 1982a). Bemerkenswert ist, dass sie
dabei durch die tight junctions hindurchwandern kénnen (WOODING, 1982a;
MORGAN und WOODING, 1983). Einzelne TGC verschmelzen im Karunkelepithel
mit einzelnen uterinen Epithelzellen 2zu meist trinukledren feto-maternalen
Hybridzellen. Damit vollzieht sich die Migration der TGC maximal bis zur maternalen
Basalmembran, was auch als eingeschrinkte Trophoblastinvasion interpretiert wird
(PFARRER et al., 2003). Im Bereich der maternalen Septenspitzen siecht man hiufig
Hybridzellen mit mehr als drei Zellkernen. KLISCH et al. (1999a) sehen als Ursache
dieser multinukledren Zellen eine Fusion von weiteren TGC mit schon gebildeten feto-
maternalen Hybridzellen. Die Besonderheit dieser exponierten Stelle ist, dass das
Karunkelepithel an der Spitze der Septen auf einen relativ kleinen konvexen Anteil
begrenzt ist. Die Septenspitze wird damit von einem deutlich gréfleren konkaven
Chorionepithel umgeben. Wenn aus diesem Chorionepithel TGC in das maternale
Epithel einwandern, ist die Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer multinukledren
Hybridzelle deutlich hoher als in den weiteren Zonen des Plazentoms (KLLISCH et al.,
1999a). TGC produzieren Hormone, wie Progesteron, Prostazykline, Prostaglandine,
plazentires Laktogen und schwangerschaftsassoziierte (Glyko)proteine (REIMERS et
al., 1985; WOODING, 1992; ZOLI et al., 1992). Die funktionelle Bedeutung der
Existenz der feto-maternalen Hybridzellen wird in einem gerichteten Transport
endokrin aktiver Substanzen in das maternale Kompartiment sowie in einem
verbesserten feto-maternalen Stoffaustausch gesehen (WOODING, 1992; KLISCH et
al., 1999a). Die feto-maternalen Hybridzellen gehen, nach Abgabe der endokrin aktiven
Substanzen aus den fetalen Granula, zugrunde (WOODING et al., 1997) und werden
ebenso wie die Uberreste fetaler und maternaler Epithelzellen von den

Trophoblastzellen phagozytiert (SCHULER, 2000).
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1.2 Platelet-activating factor

Platelet-activating factor (PAF) ist der Trivialname fur das Phospholipid mit der
chemischen Bezeichnung 1-O-alkyl-2-azetyl-sn-glyzero-3-phosphocholin
(BENVENISTE et al,, 1979; HANAHAN et al,, 1980). Die Strukturformel ist in
Abbildung 1 dargestellt.

lcl) Hzcl:_o_(CHz)w_CHs

H3C—C—O—(I':H ﬁ

H,C—O0— T —(CH,),—N"(CH,);
o
Abbildung 1: Struktur von PAF

Phospholipide sind Hauptkomponenten der Zellmembran und damit wesentliche
Bauteile fur die Strukturerhaltung von Zellen. In den letzten Jahren hat sich gezeigt,
dass sie wesentliche Aufgaben im Bereich der Signaltransduktion extrazellularer Signale
in intrazellulire Anderungen des Stoffwechsels und anderer Aktivititen von Zellen

besitzen (LOFFLER und PETRIDES, 1997a).

Dieses Phospholipid bekam den Namen ,,Platelet-activating factor®, da PAF als eine
16sliche Substanz entdeckt wurde, die die Fahigkeit besitzt, eine Plittchenaggregation
auszulosen (BENVENISTE et al, 1972). Es existieren zwei enzymatische
Synthesewege fiir PAF. Beim ,,de Novo-Syntheseweg* wird eine Phosphocholingruppe
auf die dritte Position eines Alkyl-Azetyl-Glyzerins, das Bestandteil von
Zellmembranen ist, tbertragen (siche Abbildung 2). Beim ,,Remodeling-Syntheseweg*
sind eine Phospholipase der Gruppe Az sowie eine Azetyltransferase beteiligt (siche
Abbildung 3). Zunichst bewirkt die aktivierte Phospholipase, dass Phospholipide aus
der Zellmembran hydrolysiert werden. Dieses Zwischenprodukt, welches auch als
Lyso-PAF bezeichnet wird, ist nun das Substrat fir die Azetyltransferase, die eine
Azetylgruppe an die freie zweite Position des Glyzerins transferiert (WYKLE et al,,
1980; UEMURA et al., 1991; MONTRUCCHIO et al., 2000; PRESCOTT et al., 2000).
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PAF wird von vielen verschiedenen Zellen (Endothelzellen, Leukozyten,
Makrophagen, Thrombozyten, Fibroblasten) in unterschiedlichen Organen, wie Niere,
Gehirn, Embryo und fetale Lunge, gebildet (MICHEL et al., 1988; ISHII et al., 1998;
MONTRUCCHIO et al., 2000).

De novo-Syntheseweg

Ic|> IiIZC—O—(CHz)R
Hsc—C—O—CI:H
H,C—— OH

Phosphocholintransferase

A 4

ﬁ IiIZC—O—(CHz)R

HSC—C—O—CltH

H,C Phosphocholin

Abbildung 2: Schema der de Novo-PAF-Synthese
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Remodeling-Syntheseweg

H,C——0—(CH,)R

H3,C5—CH

H,C Phosphocholin

PLA;

Eicosanoide

A 4

rlizc—o—(cnz)n

HO—(I:H Lyso-PAF
H,C Phosphocholin
Azetyltransferase
A 4
ﬁ IiIZC—O—(CHz)R
H,C—C—O—CH PAF
H,C Phosphocholin

Abbildung 3: PAF-Synthese tiber den Remodeling-Weg

Die Hauptaufgabe von PAF wird in der Vermittlung inter- und intrazellulirer
Aktionen gesehen (PRESCOTT et al.,, 1990; CHAO und OLSON, 1993; PRESCOTT
et al, 2000). Bemerkenswert hierbei ist, dass PAF als Phospholipid diese
Mediatoreigenschaften, die friher nur den Proteinen zugesprochen wurden, besitzt.
PAF war das erste biologisch aktive Phospholipid, dessen Struktur ermittelt wurde
(HANAHAN et al., 1980; HANAHAN, 1986). PAF vermittelt seine Wirkungen tber
parakrine, autokrine, intrakrine und juxtakrine Wege (PRESCOTT et al., 2000). PAF
wurde bei vielen physiologischen aber auch pathologischen Vorgingen beschrieben.
Eine groBle Rolle spielt PAF im Zusammenwirken mit Blutbestandteilen und im

GefiBsystem. Uber eine Aktivierung von polymorphkernigen Leukozyten, Monozyten
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und Makrophagen ist PAF beispielsweise im Entziindungsgeschehen involviert
(ZIMMERMAN et al.,, 2002). AuBerdem kann PAF durch eine Beteiligung an der
Erhohung der GefiBBpermeabilitit bei der Blutdruckregulierung —mitwirken
(GREENBERG und CLARK, 1999; MONTRUCCHIO et al., 2000). Seinen Namen
verdankt PAF, wie bereits erwihnt, der Aktivierung von Thrombozyten, die einen
physiologischen aber auch pathologischen Hintergrund, zum Beispiel bei
Gerinnungsstérungen, haben kann. Durch die erwiesenen Funktionen von PAF im
Gefillsystem lisst sich auch eine Mitwirkung bei Schockgeschehen und ischimischen
Prozessen erkliren (MONTRUCCHIO et al., 2000). Weiterhin ist dieser Faktor als
Mediator ~ im  Nervensystem,  endokrinen  System,  Gastrointestinaltrakt,
Reproduktionssystem, Nieren, Lunge, Leber, Gehirn und vielen anderen Organen
beschrieben worden (BRAQUET et al, 1987; PRESCOTT et al, 1990; 2000).
Dadurch, dass PAF in den unterschiedlichsten Organen zu finden ist, wird dieser
Faktor auch mit vielen Erkrankungen in Verbindung gebracht, bei denen er in den
meisten Fillen in einer pathologischen Konzentration oder aber durch Antagonisten
blockiert, vorliegt. Zu den von PAF beeinflussten Erkrankungen gehoren
beispielsweise Anaphylaxie, Allergie, Asthma, Hypertonie, Hypotonie, Hypoxie,
Leukopenie, Sepsis, Thrombozytopenie, Herzinfarkt, Magenulzeration und die

zerebrale Ischimie IMAIZUMI et al., 1995).

PAF zihlt zur groBen Gruppe der Angiogenesefaktoren, wie beispielsweise der
vascular endothelial growth factor (VEGF) oder der basic fibroblast growth factor
(bFGF) (BUSSOLINO et al,, 1996; BUSSOLATI et al,, 2000). Beim Ablauf der
Kaskade zur Entstehung von neuen Blutgefilen ist PAF im Zusammenspiel mit
anderen Angiogenesefaktoren beteiligt. Beispielsweise steigert PAF die Expression von
VEGF (AHMED et al, 1998; MONTRUCCHIO et al, 2000; MA et al., 2004).
Platelet-activating factor besitzt aber auch selbst die Fihigkeit, die Migration von
Endothelzellen bei der Angiogenese zu steigern (BUSSOLINO et al., 1996). Dieses
Phinomen lieferte den Anlass, PAF im Tumorgeschehen auf Zhnliche
migrationsférdernde Mechanismen hinsichtlich der Auswanderung der Tumorzellen

aus den Blutgefillen zu untersuchen. Dabei zeigte sich an Brustkrebs-Zelllinien ein
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autokriner Einfluss von PAF auf die Motilitat und Proliferation der Tumorzellen sowie
eine parakrine Aktivitit von PAF bei der Entstehung neuer Blutgefile (BUSSOLATI
et al., 2000). An Kulturen mit Melanom- und Kolonkarzinomzellen stellte die
Arbeitsgruppe von MANNORI et al. (2000) fest, dass PAF den Tumorzellen die
Anheftung an GefiBlendothelien erméglicht und somit bei der Extravasation beteiligt

ist.

PAF in der Reproduktion

PAF wurde bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen der weiblichen
Reproduktion beobachtet, wie zum Beispiel bei der Ovulation, Implantation,
Lungenreifung des Embryos, Stimulation der Prostaglandin Ez-Produktion kurz vor
dem  Geburtseintritt, Uteruskontraktion und der  Geburtseinleitung  und
-aufrechterhaltung (BILLAH et al., 1985; ANGLE und JOHNSTON, 1990; MORRIS
et al., 1992; ZHU et al., 1992). Bei Studien am humanen Endometrium war wihrend
des Zyklus oder bei einer Graviditit die Ostrogen-vermittelte Angiogeneseleistung
heraufgesetzt (ROGERS und GARGETT, 1998). Bei diesem Vorgang konnte mit
Hilfe von Studien an humanen Endometriumszellen und einem Maus-Matrigel-Model
mit PAF-Antagonisten gezeigt werden, dass PAF an der Aktivierung von weiteren

Angiogenesefaktoren beteiligt ist (SEO et al., 2004).

Im minnlichen Reproduktionstrakt spielt PAF ebenfalls eine Rolle, da die
Spermienmotilitit, die Kapazitation und die Akrosomreaktion von diesem Faktor bei
Maus und Affe positiv beeinflusst werden (HUO und YANG, 2000; ROUDEBUSH,
2001). Der Einsatz von PAF-Antagonisten fiihrte zu einer reduzierten Motilitit der
Spermien und der Fertilititsrate (ROUDEBUSH et al., 2005). Diese Autoren gehen
von der Moglichkeit aus, dass PAF als ein Fertilititsmarker  bei

Funktionsuntersuchungen des Spermas eingesetzt werden kénnte.

Der entscheidende Nachweis der wichtigen Rolle des PAF bei Ovulation und
Implantation wurde mit PAF-Antagonisten gefiihrt, die in der Lage sind, Ovulation

sowie Implantation bei himochorialen Plazentationstypen wie bei Mensch und bei
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Nagern negativ zu beeinflussen (HARPER, 1989). Iz wivo- und in vitro-Studien an
Miusen zeigten, dass PAF die Bildung des invasiven Trophoblasten im
Implantationsstadium positiv  beeinflussen kann (SPINKS et al, 1990). Die
Arbeitsgruppe von TIEMANN (2001) geht von einer Beteiligung von PAF bei der
Implantation des Rindes aus, da bei Untersuchungen an bovinem Endometrium eine
unterschiedliche Aktivitit von PAF bei zyklischen sowie bei frithgraviden Rindern
festgestellt wurde. Bei Tieren am Ende des Zyklus (Tag 20 post ovulationem) wurde
eine niedrigere PAF-Aktivitit als bei Tieren zum entsprechenden Zeitpunkt der
Graviditit (Tag 20 p.c.) gemessen. Die Autoren fiihren diesen Aktivititsunterschied auf
die positive Wirkung von Progesteron auf die PAF-Konzentration zuriick. Im
menschlichen Endometrium wurde die Stimulation von PAF durch Progesteron 7z vitro
ebenfalls nachgewiesen (ALECOZAY et al., 1991). Dagegen sind Untersuchungen zu
PAF in der bovinen Plazenta sowie im weiteren Verlauf der Trichtigkeit des Rindes

bislang nicht bekannt.

1.3 PAF-Rezeptor

Der Wirkungsmechanismus von PAF verlduft tiber einen spezifischen Rezeptor: den
PAF-Rezeptor (PAF-R). Der PAF-R war der erste geklonte Lipid-Rezeptor mit einer
bekannten Aminosduresequenz von 342 Aminosduren. Fast zeitgleich gelang diese
Rezeptor-Klonierung den Arbeitsgruppen von NAKAMURA (1991) und HONDA
(1991) aus menschlichen Leukozyten bezichungsweise aus der Lunge des
Meerschweinchens. Die Sequenz des bovinen, caprinen und porcinen PAF-R-Gens
wurde im Jahr 2001 mit Hilfe eines BAC (Bacterial Artificial Chromosome)-Klones
ermittelt (YANG et al., 2001).

Der Rezeptor besitzt sieben Dominen in der Zellmembran und ist an ein G-Protein
gekoppelt  (Ubersicht in  HONDA et al, 2002; ISHII et al, 2002). Die
Signaltransduktion beginnt mit der Aktivierung des G-Proteins durch die Bindung von
PAF an dessen Rezeptor. Das aktivierte G-Protein bewirkt nun wiederum eine
Aktivierung einer Phospholipase C. Dieses Enzym katalysiert die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat. Aus dieser Reaktion gehen die beiden ,,second
messenger* Diazylglyzerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3) hervor. IP3 vermittelt,
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Uber die Bindung an einen spezifischen IP3-Rezeptor am endoplasmatischen
Retikulum, die Freisetzung von intrazellulirem Kalzium. DAG aktiviert im
Zusammenspiel mit Kalzium eine Proteinkinase C  (SHUKLA, 1992;
MONTRUCCHIO et al, 2000). Der weitere Signalweg kann direkt tber eine
Proteinphosphorylierung an Seryl- oder Threonylresten der Zielproteine oder indirekt
tber eine nukledire Signalibertragung mit nachfolgender Induktion einer
Gentranskription, beispielsweise tiber den Transkriptionsfaktor NF-kappaB, verlaufen
(ZIMMERMAN et al., 2002).

Der PAF-R konnte bereits in Milz, Niere, Leber, Herz, Skelettmuskulatur, Blutgefd3en,
Gehirn  und Reproduktionsorganen sowie glatten Muskelzellen, neutrophilen

Granulozyten, Monozyten und Makrophagen von Mensch und diversen Tierarten

nachgewiesen werden (HONDA et al., 2002).

Die Funktionen und Wirkungen von PAF wurden mittels Studien mit Rezeptor-
Antagonisten oder an transgenen Tieren genauer untersucht. Hierzu entwickelte die
Arbeitsgruppe von ISHII et al. (1998) eine Mauspopulation, die eine Mutation im
PAF-R aufwies, welche allerdings keine Verinderungen hinsichtlich Fertilitit,
Wachstum und Entwicklung der Miuse bewirkte. Die gleiche Arbeitsgruppe
entwickelte auch transgene Miuse, bei denen der PAF-R uberexprimiert wurde (ISHII
et al,, 1997). Auffallend war an diesen Miusen eine Hypersensitivitit gegentiber PAF
und Endotoxinen. Diese Tiere erkrankten an bronchialem Asthma, Melanomen,

Akanthosis und zeigten eine herabgesetzte Fertilititsrate.

Im weiblichen Reproduktionstrakt des Rindes wurde der Rezeptor bislang im
Endometrium und im Fileiterepithel nachgewiesen (TIEMANN et al., 2001; YANG et
al., 2003). Ob und in welchen Zelltypen der PAF-R in der Plazenta des Rindes
vorkommt und wie sich die Expression wihrend der gesamten Graviditit entwickelt,

ist bislang nicht bekannt.

1.4 PAF-Azetylhydrolasen

PAF-Azetylhydrolasen (PAF-AH) gehoren der Gruppe VII und VIII der
Phospholipase Ax-Enzyme (PLA2) an. PLA> katalysieren die Hydrolyse der
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Membranphospholipide an der zweiten Position des Glyzerins. Aus dieser Reaktion
entstchen zwei Reaktionsprodukte, zum einen Fettsiuren unterschiedlicher
Kettenlinge und zum anderen Lysophospholipidderivate. Fines dieser Derivate ist
Lyso-Phosphatidylcholin, das als Vorldufer bei der Entstehung von PAF agiert
(KUDO und MURAKAMI, 2002).

Die PAF-Azetylhydrolasen nehmen eine eigene Gruppe unter den PLA>-Enzymen ein.
Sie katalysieren eine spezifische Reaktion, nimlich die Abspaltung von kurzen
Kohlenstoffketten an der zweiten Position des Glyzerolgeriistes von Phospholipiden.
Dieses Enzym ist inaktiv gegeniiber Phospholipiden mit einer lingeren
Kohlenstoffkette an der zweiten Position des Glyzerols. Dadurch erklirt sich, dass
PAF-AH in seiner aktiven Form im Organismus zirkulieren kann, ohne Zellmembran-
bestandteile hydrolytisch abzubauen, was zu einem Untergang dieser Zellen fithren
wirde (TJOELKER et al., 1995a). PAF verliert bei dieser Reaktion seine biologische
Aktivitit und wird so zum biologisch unwirksamen Zwischenprodukt Lyso-PAF
(STAFFORINI et al, 1997). Aufgrund dieser Reaktion wird die PAF-AH im
englischsprachigen Raum als ,,signal terminator bezeichnet (BAZAN, 1995). Es sind
bislang drei Isoformen der PAF-AH bekannt. Hierzu zéihlen die Isoform Ib mit den
Untereinheiten «, 8 und vy, die Isoform II und die Plasma-Isoform. Die Isoformen Ib
und II befinden sich intrazelluldr, wihrend die Plasma-Isoform in das Blutplasma
sezerniert wird (HATTORI et al, 1993; STAFFORINI et al., 1997). Im Jahr 1995
gelang es der Arbeitsgruppe TJOELKER et al. (1995b), die cDNA der Plasma-PAF-
AH-Isoform aus dem menschlichen Blutplasma zu entschlisseln. Die entsprechende
RNA wurde von der gleichen Arbeitsgruppe im Thymus, den Tonsillen und der
Plazenta mittels Northern Blot lokalisiert (TJOELKER et al., 1995b). Die Synthese
und Sekretion der Plasma-PAF-AH-Isoform wird 77 2o hormonell reguliert
(YASUDA und JOHNSTON, 1992; YASUDA et al., 1996; LI et al., 1999). Besonders
die Hormone Estradiol und Progesteron beeinflussen die Konzentration der PAF-AH
im Plasma. Aus diesem Grund fanden Untersuchungen zu PAF-AH im weiblichen
Reproduktionsgeschehen besondere Beachtung. Bislang wurde die Plasma-PAF-AH

ausschlieBlich bei himochorialen Plazentationstypen, wie zum Beispiel Mensch und



Einleitung und Literaturiibersicht 21

Nager, nachgewiesen. Untersuchungen zum Konzentrationsverlauf der Plasma-PAF-
AH wihrend der Graviditit bei Mensch und Ratte zeigten einen Ostrogen-vermittelten
Abfall der PAF-AH in den spiten Trichtigkeitsstadien (YASUDA und JOHNSTON,
1992). Diese Autoren vermuten, dass PAF durch den hohen PAF-AH-Spiegel wihrend
der Graviditit mit dem Ziel niedrig gehalten wird, Uteruskontraktionen zu
unterbinden. Zum Ende der Graviditit kommt es dann zu dem beschriebenen Abfall
der PAF-AH, der eine Akkumulation von PAF nach sich zieht (STAFFORINI et al.,
1997). Diese Autoren schlussfolgern, dass die am Ende der Trichtigkeit erhohten
PAF-Spiegel im Zusammenhang mit der Geburtseinleitung und Geburtsaufrecht-

erhaltung stehen.

Die intrazellulir vorkommende PAF-AH-Isoform II wurde von der Arbeitsgruppe
HATTORI et al. (1996) auf genomischer Ebene sequenziert. Interessant ist, dass die
Aminosauresequenz dieser Isoform zu 41 % identisch mit der Sequenz der Plasma-
Isoform ist. PAF-AH II katalysiert die Hydrolyse von Kohlenstoffketten aus bis zu
finf Kohlenstoffatomen an der zweiten Position des Glyzerols von Phospholipiden.
Somit kann dieses Enzym mit PAF, aber auch mit PAF-dhnlichen Phospholipiden
reagieren. Ahnlich verhilt es sich mit der Plasma-Isoform. Aus diesem Grund
konzentrierte sich das Interesse der PAF-Untersuchungen auf die Isoform Ib, da dieses
Enzym das einzige unter den PAF-AH-Enzymen ist, das ausschlieSlich mit PAF als
Substrat reagiert (STAFFORINI et al., 1997). Die Proteinstruktur der PAF-AH-
Isoform Ib wurde durch Untersuchungen am Rindergehirn aufgeklirt (HATTORI et
al., 1993). Dabei wurde festgestellt, dass diese Isoform aus drei Untereinheiten mit
jeweils unterschiedlichen Molekulargewichten aufgebaut ist: einer a-Untereinheit mit
45 Kilodalton (kDa), einer B-Untereinheit mit 30 kDa und einer y-Untereinheit mit 29
kDa. Die Untereinheiten 8 und y sind katalytisch aktiv, wohingegen der Untereinheit o
eine regulatorische Funktion zugesprochen wird (HO et al., 1997). Die bovinen
cDNA-Sequenzen dieser Untereinheiten sind bereits bekannt (HATTORI et al., 1994;
HATTORI et al., 1995).

Um genauere Aussagen zur Bedeutung der PAF-AH in den weiblichen

Reproduktionsorganen treffen zu koénnen, wurde bei verschiedenen Tierarten die



22 Einleitung und Literaturibersicht

Aktivitiat dieses Enzyms bestimmt. Bei Ratte und Maus wurde eine PAF-AH-Aktivitat
im Uterus wihrend des Zyklus als auch in der frihen Graviditit nachgewiesen,
wihrend bei der Ratte zusitzlich auch die Aktivitit dieses Enzyms in der Plazenta im
letzten Drittel der Trichtigkeit bestimmt wurde (O'NEILL, 1995; MATSUBARA et al.,
1997). Bei Vertretern des epitheliochorialen Plazentationstyps wurde die PAF-AH-
Aktivitait im Endometrium von Schaf und Rind im Zyklus wie auch in der frithen
Trichtigkeit analysiert BATTYE et al., 1996; TIEMANN et al., 2001). Uber die PAF-
AH-Aktivitit in der Plazenta des Rindes wihrend der gesamten Trachtigkeit gibt es

bislang noch keine Untersuchungen.
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1.5 Zielsetzung der Studie

Untersuchungen haben gezeigt, dass PAF einerseits eine Rolle im weiblichen
Reproduktionsgeschehen spielt, andererseits, unabhingig davon, ein wichtiger
Angiogenesefaktor ist. Ziel der Forschungsarbeit war es, der moglichen funktionellen
Rolle des PAF in der synepitheliochorialen Plazenta des Rindes, besonders im Hinblick
auf die Steuerung der Migration der Trophoblastriesenzellen und der Angiogenese,
naher zu kommen. Da PAF selbst nicht oder nur sehr schwer direkt nachweisbar ist,
wurde ein indirekter Nachweis iiber den PAF-R und die PAF-AH gewihlt, die auf
mRNA und Proteinebene in Plazentaproben von Beginn der Plazentation tber den

gesamten Verlauf der Triachtigkeit bis zum Eintritt der Geburt bestimmt wurden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die untersuchten Plazentome stammen von insgesamt 45 Rindern, von denen 42
wihrend des Routineschlachtbetriebs am Schlachthof Gieflen gewonnen wurden. Das

Trichtigkeitsalter dieser Tiere konnte nach Messung der Scheitel-Stei3-Liange (SSL)
nach der KELLERschen Formel wie folgt bestimmt werden: t = 28 (y/y+1 - 1); t

entspricht den Trichtigkeitstagen, y der gemessenen SSL. des Fetus in cm (WILLE,

1984). Die errechneten Ergebnisse stellen lediglich eine grobe Alterseinschatzung dar.

Die restlichen drei Proben wurden von Rindern wihrend einer Sectio caesarea
gewonnen, die in der Klinik fiir Geburtshilfe, Gynikologie und Andrologie der Grof3-
und Kleintiere mit Tierdrztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitit Giel3en
durchgefihrt wurde. Ziel der Probenentnahme bei diesen Tieren war es, einzelne
Plazentome nach dem Eintritt des prapartalen Progesteronabfalls, jedoch vor den
ersten klinischen Geburtsanzeichen zu gewinnen, um den Zustand der priapartalen
Regelvorginge zu erfassen. Dazu wurde bei drei hochgraviden Tieren mit bekanntem
Besamungsdatum drei Wochen vor dem errechneten Geburtstermin —mit
Progesteronbestimmungen in achtstiindigen Intervallen begonnen. Die Gewinnung der
Plazentome erfolgte, sobald ecine Progesteronkonzentration von 1,5 ng/ml
unterschritten wurde, das heillt ungefihr 24-48 Stunden vor dem Eintritt der aktiven
Geburt. Die Probenentnahme von lebenden Tieren wurde der zustindigen Behérde

(Regierungsprasidium Giellen) angezeigt und von dieser genehmigt.

Die Beschriftung der Proben in Tabelle 1 richtet sich nach dem berechneten
Trachtigkeitstag. Die Zahl hinter dem Schragstrich ist die laufende Nummer fur die

Proben des gleichen Trichtigkeitsstadiums.



Material und Methoden

25

Tabelle 1: Plazentaproben

Tiernummer SSL in cm Trichtigkeitsmonat| Trichtigkeitstag
Rd 030/1 2,5 1 30
Rd 030/2 2,0 1 30
Rd 040/1 4,7 2 40
Rd 060/1 7,3 2 60
Rd 060/2 7,5 2 60
Rd 060/3 6,5 2 60
Rd 080/1 10,0 3 80
Rd 080/2 10,8 3 80
Rd 080/3 10,7 3 80
Rd 080/4 9,0 3 80
Rd 090/1 13,7 3 90
Rd 090/2 13,2 3 90
Rd 100/1 17,6 4 100
Rd 100/2 14,0 4 100
Rd 100/3 17,2 4 100
Rd 100/4 14,2 4 100
Rd 120/1 242 4 120
Rd 120/2 24.0 4 120
Rd 120/3 23,5 4 120
Rd 120/4 243 4 120
Rd 130/1 28,5 5 130
Rd 140/1 32,5 5 140
Rd 140/2 31,0 5 140
Rd 140/3 31,0 5 140
Rd 150/1 440 6 150
Rd 150/2 36,8 6 150
Rd 180/1 46,0 6 180
Rd 180/2 470 6 180
Rd 180/3 50,0 6 180
Rd 180/4 48,0 6 180
Rd 220/1 65,9 7 220
Rd 220/2 65,5 7 220
Rd 220/3 55,7 7 220
Rd 220/4 58,0 7 220
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Tabelle 1: Plazentaproben, Fortsetzung

Tiernummer SSLin cm Trichtigkeitsmonat| Trichtigkeitstag
Rd 220/5 63,0 7 220
Rd 240/1 78,0 8 240
Rd 240/2 82,0 8 240
Rd 240/3 82,0 8 240
Rd 270/1 96,0 9 >270
Rd 270/2 90,0 9 270
Rd 270/3 92,0 9 270
Rd 270/4 90,0 9 270
Rd pp/1 9 ca. 24-48 h a. p.
Rd pp/2 9 ca. 24-48 h a. p.
Rd pp/3 9 ca. 24-48 h a. p.

2.1.1 Entnahme und Priparation der Proben

Die graviden Uteri wurden am Schlachthof schnellstméglich entnommen und entlang
der Curvatura major eroffnet. Fiir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden
die Plazentome weitgehend steril entnommen und in steriler Alufolie in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend wurden diese Proben bis zur Weiter-
verarbeitung bei -80 °C gelagert. Fur die immunhistologischen Methoden wurden die
Plazentome mit Bouin’scher Losung perfusionstixiert. Hierzu wurden die Gefa3e im
Bereich der Entnahmestelle mit Klemmen ligiert und das Fixans tiber Aste der Arteria
umbilicalis injiziert. Die deutlich gelb gefirbten Plazentome wurden exzidiert und in
die gleiche Losung verbracht. Nach 2 Stunden (h) wurden die Plazentome in 0,5 cm
dicke Scheiben geschnitten und wiederum in Bouin’scher Losung fur 24 h nachfixiert.
Die wihrend der Sectio caesarea gewonnenen Plazentome der Tiere, die unmittelbar
vor der Geburt standen (ante partum, a. p.), wurden direkt in etwa 0,5 x 0,5 x 0,5 cm
groBBe Stiicke geschnitten und in Bouin’scher Losung immersionsfixiert. Nach einer
Fixationszeit von 24 Stunden wurden alle Proben in phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS) gespiilt und anschlieBend in 70%igen Ethanol verbracht. Zum
Waschen wurde der Ethanol innerhalb der nichsten vier Tage taglich gewechselt. Nach
diesen Waschschritten wurden die Proben in 3 x 2 x 2 cm grof3e Biopsiekoérbchen

verbracht, mit einem Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomat (TP 1050, Leica, Bensheim)
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entwissert und nach Xylol-Infiltration mit Paraffin durchtrinkt. Dieses Gerit

entwissert und paraffinisiert das Gewebe nach folgendem Programm:

2 Stunden Ethanol 80 %

2 Stunden Ethanol 96 %

3 Stunden Ethanol 100 %

3 Stunden Ethanol 100 %

3 Stunden Ethanol 100 %

1 Stunde Xylol

45 Minuten Xylol

45 Minuten Xylol

40 Minuten Paraffin mit 59 °C

40 Minuten Paraffin mit 59 °C

40 Minuten Paraffin mit 59 °C
Die paraffinisierten Proben wurden anschlieSend mit einer Ausbettstation (EG 1160,
Leica) in 3 x 2 x 2 cm groflen Stahlformen mit 60 °C warmem Paraffin in Blocke
gegossen. Zur Hirtung und Abkihlung wurden diese Formen auf die Kihlplatte des

Gerites gelegt.

2.2 Methoden

Die Ansatze fur die verwendeten Losungen und Puffer befinden sich im Anhang.

2.2.1 Molekularbiologische Untersuchungen

Als  molekularbiologische Untersuchungen wurden die Reverse-Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion und die 7z szzu Hybridisierung durchgefiihrt.
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2.2.1.1 Auswahl der Proben fiir die molekularbiologischen Untersuchungen

Fir die molekularbiologischen Methoden wurden folgende Plazentaproben verwendet:

Rd 060/1 frithes Trichtigkeitsstadium
Rd 220/1 mittleres Trichtigkeitsstadium
Rd 270/1 spates Trichtigkeitsstadium
Rd pp/1 unmittelbar vor der Geburt

2.2.1.2 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung von RNA wurde unter RNase-freien Bedingungen durchgeftihrt. Die
Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Reagenzes TRIzol® (monophasische Losung aus
Phenol und Guanidinisothiocyanat; Invitrogen, Karlsruhe) aus tiefgefrorenen
Plazentaproben isoliert. Die Isolation mit TRIzol® ist eine Weiterentwicklung der single
step RNA-Isolationsmethode von CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987). TRIzol®
bewirkt, dass die RNA wihrend der Homogenisation intakt bleibt. Durch Zugabe des
Chloroforms und anschlieBender Zentrifugation wird das Homogenisat in drei Phasen
aufgetrennt: die obere, wissrige Phase enthalt die RNA, daran schlieBt sich die DNA-

haltige Interphase an. In der unteren, der organischen Phase, befindet sich das Protein.

Das gefrorene Gewebe wurde in einem mit flissigem Stickstoff gefiillten Morser
zerkleinert. Danach wurden 100 mg des zerkleinerten Gewebes in ein 2 ml Eppendorf-
Tube tberfihrt und 1 ml TRIzol® Reagenz zugegeben. Dieses Gemisch wurde mit
Hilfe eines Ultra-Turrax (Gerit T8, IKA Labortechnik, Staufen) homogenisiert. Das

weitere Vorgehen der RNA-Isolation erfolgte in dieser Weise:

1. Inkubation des Homogenisats fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

2. Zugabe von 200 ul Chloroform, Tube vorsichtig kippen bis die Losung

milchig aussieht, anschlieBend Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

3. Zentrifugation bei 14000 x g fiir 15 Minuten bei 4 °C zur Auftrennung des

Gemisches in eine wissrige Phase, eine Interphase und eine organische Phase.
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4. Entnahme der oberen RNA-haltigen, wissrigen Phase in ein frisches

Eppendorf-Tube.

5. Zugabe von 500 ul Isopropanol (zugegebene Menge soll etwa der gleichen
Menge der wissrigen Phase entsprechen), Inhalt des Tubes durch Kippen

vermischen.
0. Ausfillung der RNA durch Inkubation bei -20 °C fir 30 Minuten.
7. Zentrifugation bei 14000 x g fiir 10 Minuten bei 4 °C.

8. Verwerfen des Uberstandes und Waschen der RNA-Pellets mit 500 ul
70%igem Ethanol. Dieses Gemisch fir 10 Minuten auf Eis stellen und
anschlieBend bei 14000 x g fir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugieren. Dieser

Waschschritt wird einmal wiederholt.
9. Verwerfen des Uberstandes und Trocknung der RNA-Pellets bei 37 °C.
10.Resuspension der Pellets in 50 ul DEPC-behandeltem Aqua bidest. bei 70 °C.

11. Lagerung der gelésten RNA in fliissigem Stickstoff.

2.2.1.3 Messung der RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA basiert auf dem Absorptions-
maximum der Nukleinsiduren bei einer Wellenlinge von 260 nm und 280 nm. Die
RNA-Konzentration wird photometrisch bei 260 nm (BioPhotometer, Eppendort-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) bestimmt. Dazu wird die RNA mit einer 0,1 M Tris-
HCI-Losung soweit verdinnt, bis die Konzentration der RNA mit dem Photometer
messbar ist. Der gemessene Wert (in pg/ml) dient dazu, das einzusetzende Volumen
der wiassrigen RNA-L6sung fur die Erststrang-Synthese zu bestimmen, da ungefihr 8

ug RNA fir die Synthese der cDNA verwendet werden.

2.2.1.4 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Methode der PCR erméglicht es, iz vitro von bestimmten Abschnitten eines DNA-
Molekiils enzymatisch sehr viele Kopien herzustellen (MULLIS et al., 1986). Um
RNA-Sequenzen zu amplifizieren, wird die Reverse-Transkriptase-PCR angewendet.

Hierbei wird zunichst die RNA mit Hilfe des Enzyms RNA-abhingige DNA-
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Polymerase in einen komplementiren DNA-Einzelstrang (cDNA) umgeschrieben
(reverse Transkription). Bei der Durchfihrung einer RT-PCR kann grundsitzlich
zwischen einer One-Step-RT-PCR und einer Two-Step-RT-PCR unterschieden
werden. Bei einer One-Step-RT-PCR erfolgen die reverse Transkription und die PCR
in einem Reaktionsgefd3. Bei der hier angewandten Two-Step-RT-PCR wird zunichst
eine Erststrang-Synthese durchgefiihrt, bei der die RNA als Matrize fiir die cDNA

dient. In einem weiteren Schritt wird diese cDNA als Matrize in der PCR verwendet.

2.2.1.4.1 cDNA-Erststrang-Synthese (reverse Transkription)
Fir die reverse Transkription der mRNA in ¢cDNA wird eine RNA-abhingige DNA-

Polymerase benotigt. Als Polymerase wurde die SuperScript™ II  Reverse
Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Dieses Enzym besitzt eine
Punktmutation, die sich in einer Reduktion der RNase H-Aktivitit auswirkt und somit
eine hohere Ausbeute an cDNA bei der reversen Transkription ermdglicht. Die

Erststrang-Synthese wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt.

Pipettierschema fiir einen 20 pl Ansatz:

1. x ul RNA (8 ng)
2. 1 ul Oligo (dT)15-Primer (Promega, Mannheim)
3. ad 12 ul DEPC behandeltes Aqua bidest.

4, Diesen Ansatz fur 10 Minuten bei 70 °C inkubieren und anschlieBend fir 3

Minuten in Fiswasser abkiihlen lassen.

5. Zugabe von 4 ul 5 x Erststrang Puffer (Invitrogen)
2ul 0,1 M DTT (Invitrogen)
1 ul 10 mM dNTP (Promega)

6. Erwirmung fiir eine Minute bei 37 °C.
7. Zugabe von 1 pl SuperScript™ II Reverse Transkriptase (Invitrogen).

8. Der fertige Ansatz wurde eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlieBend

bei -20 °C gelagert.
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Zur Kontrolle eventueller DNA-Verunreinigungen bei der RNA-Isolation wurde fiir
jede Probe ein zusitzlicher Ansatz, in dem sich keine reverse Transkriptase befindet,
pipettiert und bei gleichen Bedingungen inkubiert. Wenn die Probe keine DNA-
Verunreinigung aufweist, wird keine cDNA im Endprodukt vorliegen, somit ist auch
keine Bande bei der Gelelektrophorese zu sehen. Bei einer DNA-Kontamination

wurde die Kontrolle DNA enthalten und als Bande im Gel sichtbar sein.

2.2.1.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Als Amplifikationsvorlage fur die PCR diente die cDNA, die mit Hilfe der reversen
Transkription (s. 0.) gewonnen wurde. Untersucht wurde die bovine cDNA auf das
Vorhandensein der mRNA des PAF-Rezeptors (PAF-R) sowie der PAF-
Azetylhydrolase (PAF-AH) Isoformen Ib 3, Ib vy, II und der Plasma-Isoform. Die
Primer wurden, nach eigenem Design, von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg
synthetisiert. Die ausgewihlten Primersequenzen der bekannten Gensequenzen mit
den jeweiligen Accession Nummern der Gendatenbank (NCBI Acc.-Nr.) sind in
Tabelle 2 angegeben. Der Reaktionsansatz fiir die PCR findet sich in Tabelle 3.
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Tabelle 2: Primersequenzen, Amplifikatgroen und NCBI Accession Nummern

. . Amplifikat- | NCBI
Primersequenzen (5— 3’) il Acc-Nr.
PAF-R
: GTG GAC TCA GAG TTC CGA TAC AC AF
forward primer 166b
PAFR p 187321
. GGT CAG CCA TGG TGA GGT TCA C
reverse primer
fPAF ‘ﬁH Iib 3 ATG AGC CAA GGA GAC TCA AAC
;ﬁazlgrlgler 161bp | D49678
“AHITH S TGC ATC AAC TGT ACC ATG GAG
reverse prlrner
fPAF “zHrIib v ATG AGT GGA GAC GAG AAC CCA
g‘;&’?zﬁ Ir;:er 171bp | D30789
A b GAT CTC GCA CTG GTG CAT CAG
reverse prlmer
; PAPLijiH . AAC CAG TCT GTG AGC TTC CCA
OEX?F APH rﬁe 175bp | D87559
o GGC CAG CGC AGT ACT CAT AG
reverse prlmer
Plasma PALALL GGC AAG ACC TGA ATC CAG
Pl"fwar PiFm;H 218bp | U34247
astarEa AAG GGT GTC GGA GTG ATC
reverse prlrner

Tabelle 3: Reaktionsansatz fur die PCR

PCR-Reaktionsansatz

PCR-Puffer (10 x) (Applied Biosystems, Darmstadt) 5,0 ul

MgCl (25 mM) (Applied Biosystems) 4,0 ul
forward primer (10 pmol/ul) 1,0 ul

reverse primer (10 pmol/ul) 1,0 ul

dNTP (10 mM; Promega) 1,0 ul

cDNA 1,0 ul
AmpﬁTaq Gold® DNA Polymerase (5U/pul) 0.5 pl
(Applied Biosystems) ’
DEPC-behandeltes Aqua bidest. ad 50 ul

Bei der Negativkontrolle wurde anstatt der cONA DEPC-Wasser eingesetzt. Die PCR
wurde in einem Thermocycler (T3 Thermocycler; Biometra, Gottingen) nach

folgendem Standardprogramm durchgefiihrt.
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Deckelheizung 104 °C -
Initiale Denaturierung 94 °C 10 Minuten
Denaturierung 94 °C
_ . _ Programm der Zyklen
Annealing primer-spezifisch
) siehe Tabelle 4.
Extension 72 °C
finale Extension 72 °C 10 Minuten
Abkthlung 4°C o0
Tabelle 4: Programm der PCR-Zyklen
Denaturierung Annealing Extension | Zyklen
PAF-R 1 Minute 64 °C / 1 min 2 min 40
PAF-AH Ib § 1 Minute 63 °C / 1 min 2 min 40
PAF-AH Ib vy 1 Minute 63 °C /1 min 2 min 40
PAF-AH II 1 Minute 63°C /1 min 2 min 40
Plasma-PAF-AH 45 Sekunden 56°C /455 45 s 35

2.2.1.5 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Amplifikate aus der PCR diente eine horizontale
Gelelektrophorese in 2%igen Mini-Agarosegelen bei konstanter Spannung von 120 V.
Fir die Herstellung des Gels wurde Agarose (Agarose High Resolution; Roth,
Karlsruhe) mit der entsprechenden Menge an 1 x TAE-Puffer versetzt und in einer
Mikrowelle zum Lésen aufgekocht. Nach Zugabe von Ethidiumbromid (0,5 pg/ml;
Sigma, Steinheim) zur Interkalierung in die DNA wurde das Gel in den Schlitten der
Elektrophoresekammer gegossen. Die PCR-Proben wurden mit 1 x BlueRun-
Probenauftragspuffer (siche Anhang) versetzt. Als DNA-GroBenstandard diente ein
100bp-DNA-Leiter (100bp DNA-Leiter PLUS; Peqlab, Erlangen), der wie folgt
angesetzt wurde: DNA-GroBenstandard, 5 x BlueRun, Aqua bidest. in den
Volumenanteilen 1 : 2 : 3. Als Laufpuffer wurde ein 1 x TAE-Puffer verwendet. Nach
der Gelelektrophorese wurden die DNA-Amplifikate unter UV-Licht mit einem
Transilluminator (High Performance Ultraviolett Transilluminator; Ultra Violett

Products, Cambridge, UK) detektiert und photographisch dokumentiert.
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2.2.1.6 Herstellung Digoxigenin-markierter Ribosonden

Zur Sondenherstellung fir die RNA / RNA iz sitn Hybridisierung wurden die
Amplifikate der PCR als Matrize verwendet. Zur Detektion der mRNA des PAF-
Rezeptors wurden die oben angegebenen PAF-R-Primer verwendet. Da es mehrere
Isoformen der PAF-Azetylhydrolase gibt, wurde mit PAF-AH Ib (3-Untereinheit) die
einzige PAF-spezifische Isoform fiir die Sondenherstellung gewihlt (PRESCOTT et
al., 2000). Alle anderen Isoformen sind in der Lage, auch mit PAF-dhnlichen
Phospholipiden zu reagieren.

2.2.1.6.1 Ligation der PCR-Produkte

Fir die Ligation der PCR-Produkte in einen Vektor mussten die PCR-Amplifikate
zunichst in gereinigter Form vorliegen. Hierzu wurden die jeweiligen Banden fir
PAF-R und PAF-AH Ib nach der Gelelektrophorese in einem 2%igen Agarosegel
unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten. Zur Extraktion und Reinigung der cDNA aus dem Gel wurde der
QIAEX II DNA-Extraktionskit (Qiagen GmbH, Hilden) nach Herstellerangaben
verwendet. Die gereinigten DNA-Fragmente wurden in 20 pl DEPC-Wasser gelost

und dienten direkt als Insert fur die Ligation.

Die Ligation wurde mit einem pGEM®-T-Vektor System I (Promega; Schema siche

Abbildung 4) durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des Ligationsansatzes ist in

Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Xmn I 1994
Nae I
2692
Sca 11875 f1 ori T7 1 start

Apal| 14
AatII| 20
SphI| 26
pGEM®-T laczZ | |BsZ1) 31
NcoI| 37
Amp” Vektor T[Sac 1 46
(3000bp) e s
NotI | 62
BstZ 1| 62
Pst 1 73
Sal 1 75
Ndel| 82
Sac 1 94

ori BstX I| 103

Nsi I 112

Sp6 126

Abbildung 4: Schema des pPGEM®-T-Vektors fiir die Ligation

Tabelle 5: Ansatz fur die Ligation

Ligationsansatz
2 x Ligationspuffer (Promega) 5ul
pGEM®-T-Vektor (50 ng/ul) (Promega) 1ul
PCR-Produkt (Insert) 3ul
T4 DNA-Ligase (3U/ul) (Promega) 1l

Dieser Ligationsansatz wurde tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

2.2.1.6.2 Transformation der Plasmide in E. coli XL1-Blue Bakterien-

stimmen

Fir die Klonierung der Plasmide wurden zunichst kompetente XI.1-Blue Zellen
(Stratagene, Heidelberg) hergestellt. Hierzu wurde je eine Bakterienkultur in 2 ml LB-
Medium (siche Anhang) gelost und tber Nacht bei 37 °C unter Bewegung inkubiert.
AnschlieBend wurden 500 pl dieser , Ubernachtkultur® zu 19,5 ml LB-Medium
gegeben und bei 37 °C eine Stunde unter Bewegung inkubiert. Nach Abkuthlung auf
Eis (30 Minuten) wurde die Zellsuspension bei 8000 x g 5 Minuten zentrifugiert und

der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in einer Kalziumchlorid-Lésung (50 mM,
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10 ml) gel6st und fur 60 Minuten auf Eis gebracht. In dieser Zeit wurde die Losung
mehrmals geschiittelt, bis sich das Pellet vollstindig gelost hat. Nach einer erneuten
Zentrifugation (8000 x g, 4 °C, 5 Minuten) wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet in 3 ml Kalziumchlorid-Losung (50 mM) resuspendiert. Fiir die Transformation
wurden 100 pl der so gewonnenen kompetenten Zellen mit 10 ul des
Ligationsproduktes (Plasmide) vermischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach
wurde dieses Gemisch bei 42 °C fir 2 Minuten inkubiert und anschlieBend fur weitere
2 Minuten auf Eis gebracht. Die Plasmidsuspension wurde mit 300 pl LB-Medium
(enthilt 30 pg/ml Tetrazyklin; Sigma, vorgewirmt auf 37 °C) vermischt und bei 37 °C
30 Minuten inkubiert. Die LB-Medium-Agarplatten (mit 30 pg/ml Tetrazyklin und 100
ng/ml Ampicillin; Sigma) wurden fir die sogenannte Blau-Weil3-Selektion pripariert,
indem je Platte 40 ul X-Gal (20 mg/ml; Sigma) und 40 ul IPTG (200 mg/ml; Sigma)
ausgestrichen und die Platten danach fiir 30 Minuten bei 37 °C getrocknet wurden. Im
Anschluss wurden 130 ul der Plasmid-Medium-Losung pro Agarplatte ausgestrichen
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Blau-Weil3-Selektion dient zur Kontrolle, ob die Bakterien das Plasmid
aufgenommen haben (RUTHER et al., 1981). Bei korrekter Ligation des Inserts in den
pGEM®-T-Vektor wird die kodierende Sequenz fur die B-Galaktosidase mit der
Konsequenz unterbrochen, dafl das Enzym nicht mehr gebildet werden kann. So kann
die 3-Galaktosidase das Substrat X-Gal (chromogenes Substratanalogon zu Galaktose)
in Anwesenheit von IPTG (nicht metabolisierbarer Induktor) nicht zu einem blauen
Farbstoff umwandeln. Demnach haben blaue Bakterienkolonien nur Plasmide
aufgenommen, die das Insert nicht enthalten, wihrend weile Kolonien auf eine

erfolgreiche Klonierung hinweisen.

Daher wurden die weillen Bakterienkolonien von den LB-Medium-Agarplatten
ausgewahlt und mit einer Pipettenspitze je eine Bakterienkolonie in 3 ml LB-Medium
(versetzt mit 500 ul 1%iger Ampicillinlésung) tiberfithrt. Diese Suspension wurde iiber

Nacht bei 37 °C unter Bewegung inkubiert.
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2.2.1.6.3 Plasmidextraktion und Restriktionsanalyse

Zur Extraktion der Plasmide aus den kompetenten Zellen wurde der QIAprep®
Miniprep-Kit (Qiagen GmbH) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die

gereinigten Plasmide wurden bei -20 °C gelagert.

Zur Uberpriifung der richtigen Linge der Inserte wurde ein Doppelverdau mit den
Restriktionsendonukleasen Not I und Nco I (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/Main), sowie mit deren speziellen Puffern NEBuffer 3 und 4 (New England

Biolabs) durchgeftihrt. Der Reaktionsansatz von 20 ul setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 6: Zusammensetzung des Ansatzes fiir Doppelverdau

Ansatz fir Doppelverdau

Aqua bidest. (steril) 10 ul
Plasmid-DNA 5ul
BSA (Roth) 1Tl
Not I (10U/ul) New England Biolabs) 1wl
Nco I (10U/ul) New England Biolabs) 1l
NEBuffer 3 (fir Not I m
(New England Biolabs)

NEButffer 4 (fir Nco D 1l
(New England Biolabs)

Dieser Ansatz wurde bei 37 °C fir zwei Stunden inkubiert. Zur Kontrolle des
Doppelverdaus und der korrekten GroBe des Inserts diente eine horizontale
Gelelektrophorese in 2%igen Mini-Agarosegelen bei konstanter Spannung von 120 V.
Die Bande des Inserts sowie die des Vektors wurden unter UV-Licht mit einem

Transilluminator sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert.

2.2.1.6.4 Sequenzierung des Plasmids

Die korrekte Ligation und Transformation wurde mittels Sequenzierung der Plasmide

in einem kommerziellen Labor (Qiagen GmbH) bestitigt.

2.2.1.6.5 Transkription

Bevor die Transkription (Herstellung von RNA, bei der die DNA als Matrize dient)

durchgefithrt werden kann, muss eine Linearisierung der Plasmide durchgefihrt
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werden. Hierzu eignet sich die Restriktionsendonuklease Not I fiir die Transkription
mit der T7-RNA-Polymerase (Promega), das Restriktionsenzym Nco I fir die
Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase (Promega). Die Linearisierung der
Plasmide verlduft nach ahnlichem Schema wie der Doppelverdau. Es missen pro
Plasmid ein Ansatz fir Not I sowie ein Reaktionsansatz fiir Nco I hergestellt werden

(siche Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammensetzung fiir Plasmidlinearisierung mit Not I / Nco 1

Not I-Ansatz | Nco [-Ansatz
Aqua bidest. (steril) 10 wl 12 ul
Plasmid-DNA 5ul 5ul
BSA 2ul -
Not I (10U/pl) 1wl -
Nco I (10U/pl) - 1ul
NEBuffer 3 (fiir Not I) 2ul -
NEBuffer 4 (fir Nco I) - 2ul

Beide Ansatze wurden bei 37 °C zwei Stunden inkubiert und anschlieBend zur

Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen 20 Minuten bei 65 °C erhitzt.

Zur Markierung der RNA-Sonden mit Digoxigenin bei der Transkription wurde ein
Dig-RNA-Labeling Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Fur die
Transkription der Linearisierungsprodukte aus der Reaktion mit Not I und Nco I

wurden die in Tabelle 8 angegebenen Reaktionen angesetzt.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Transkriptionsansitze

Transkription / Not I | Transkription / Nco I

DEPC-Wasser 8l 8l

5 x Transkriptionspuffer (Promega) 4 ul 4 ul

10 x Dig-RNA-Labeling Mix

(Roche %iagnostics) ’ 2ul 2ul

100 mM DTT (Promega) 2 ul 2l
Linearisierungsprodukt 2ul 2ul
T7-RNA-Polymerase (Promega) 2l -
SP6-RNA-Polymerase (Promega) - 2 ul
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Diese Reaktionsansitze wurden bei 37 °C eine Stunde inkubiert. Zur Fillung der RNA
wurde den Ansitzen je 0,5 ul EDTA (0,5 M), 1,2 pl Lithiumchlorid (8 M) und 70,7 ul
absoluter Ethanol zugegeben, bevor sie bei -80 °C eine Stunde inkubiert wurden.
Daran schloss sich eine Zentrifugation (14000 x g, 4 °C, 15 Minuten) an. Der
Uberstand wurde verworfen. Dem Pellet wurden 200 pl 70%iger Ethanol zugegeben.
Dieser Ansatz wurde 10 Minuten bei 14000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Pellet bei 37 °C getrocknet. Zur Lésung der Dig-markierten
RNA-Sonde wurden 50 ul DEPC-Wasser hinzugegeben und die Losung anschlieend
fir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Die Sonde wurde bei -20 °C bis zum weiteren

Gebrauch gelagert.

2.2.1.7 In situ Hybridisierung (ISH)

Die Methode der 7z situ Hybridisierung erlaubt den Nachweis spezifischer
Nukleinsduren (DNA, RNA) am Gewebeschnitt und hat gegentber der PCR den
Vorteil, dass eine prizise Lokalisierung der gesuchten ,,Ziel-Nukleinsdure® im Gewebe
selbst, also 7z situ, moglich ist. Als Sonden kamen die Dig-markierten RN A-Sonden mit
den Zielsequenzen des PAF-R und der PAF-AH Ib 3-Untereinheit aus 2.2.1.6 zum

Einsatz.

2.2.1.7.1 Allgemeine Vorarbeiten fiir die ISH

Wichtig fiir die Durchfihrung der ISH ist ein steriles Arbeiten, das bis zur
Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz im Gewebe eingehalten werden muss.
Hierzu wurden alle Glaswaren mit Alufolie abgedichtet und 4 Stunden bei 180 °C
sterilisiert. Die verwendeten Losungen wurden zur Vermeidung von RNase-
Kontaminationen mit DEPC-Wasser angesetzt und vor Gebrauch autoklaviert.

Objekttriger, Priparate und Gerite wurden nur mit Handschuhen angefasst.

Zur besseren Haftfahigkeit der Gewebeschnitte auf den Objekttrigern wurden APES-
beschichtete Objekttriger verwendet. Es wurden 5-7 um dicke Gewebeschnitte der in
Paraffin eingebetteten Plazentaproben angefertigt, die in einem 37 °C warmen
Wasserbad auf die beschichteten Objekttriger aufgezogen und bei 37 °C tGber Nacht

getrocknet wurden.
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2.2.1.7.2 Protokoll der ISH zum Nachweis des PAF-Rezeptors sowie der
PAF-Azetylhydrolase Ib B-Untereinheit

Alle Inkubations- und Waschschritte wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgefihrt,
soweit keine abweichenden Bedingungen angegeben werden.
1. Entparaffinierung der Gewebeschnitte in Xylol fir 5 Minuten bei 60 °C,

anschlieBend 2 x 5 Minuten in Xylol bei RT.

2. Rehydrierung der Schnitte mit einer absteigenden Ethanolreihe: 2 x 5 Minuten
in absolutem Ethanol, dann jeweils 5 Minuten in 96%igem und 70%igem

Ethanol.
3. Waschen der Objekttriger in DEPC-Wasser.
4. Inkubation mit 0,2 n HCI-Losung fiir 20 Minuten.
5. Inkubation mit 2 x SSC-Losung fir 15 Minuten bei 70 °C.
6. Waschen in PBSM.

7. Gewebepermeabilisierung durch Inkubation mit Proteinase K (20 pug / ml;

Roth) bei 37 °C fur 25 Minuten in einer feuchten Kammer.

8. Abstoppen der Proteinase K-Reaktion mit 0,2%iger Glyzin-Losung fur 5

Minuten.

9. Blockade unspezifischer Hintergrundreaktionen mit 20%iger Essigsdure fir

15 Sekunden.
10. Waschen in PBSM.

11. Nachfixierung der Gewebeschnitte mit 4%iger Paraformaldehyd-Losung fiir
10 Minuten.

12. Waschen in PBSM.
13. Priahybridisierung mit 20%iger Glyzerol-Lésung fir 60 Minuten.
14. Waschen in 2 x SSC.

15.Sondenansatz und Hybridisierungspuffer vorbereiten (siche Tabelle 9 und

Tabelle 10).
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Tabelle 9: Zusammensetzung Sondenansatz

Sondenansatz
Salmon-Sperm (Sigma) 2l
Hefe-tRNA (Sigma) 4 ul
Dig-markierte RNA-Sonde 8 ul

Der Sondenansatz wurde 12 Minuten bei 70 °C inkubiert und danach in ein Eisbad

gestellt.

Tabelle 10: Zusammensetzung Hybridisierungspuffer

Hybridisierungspuffer
DEPC-Wasser 24 ul
20 x SSC 20 ul
Denhardt’s Reagenz (50 %) (siche Anhang) 2l
deionisiertes Formamid (Sigma) 100 pl
Dextransulfat (Sigma) 40 wl

16. Denaturierung und Streckung der Zielsequenzen durch Inkubation der
Objekttrager bei 70 °C fur 12 Minuten auf einer Heizplatte. Danach wurden

die Objekttriger bis zum Auftragen der Sonde auf Eis gelegt.

17.Mischung von  Sondenansatz und  Hybridisierungspuffer.  Dieses
Sondengemisch wurde auf die Objekttrager aufgetragen und mit einem
Deckglas tberdeckt. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte in einer

feuchten Kammer, die mit Formamid-getrankten Tichern ausgelegt war, tiber

Nacht bei 37 °C inkubiert.
18. Stringentes Waschen mit 4 x SSC bei 37 °C fiir 3 x 10 Minuten.
19. Stringentes Waschen mit 2 x SSC bei 60 °C fur 15 Minuten.
20. Stringentes Waschen mit 0,2 x SSC bei 42 °C fur 15 Minuten.
21. Stringentes Waschen mit 0,1 x SSC fiir 5 Minuten.
22. Stringentes Waschen mit 2 x SSC fiir 5 Minuten.

23.Waschen mit 1 x TNMT fur 10 Minuten.



42 Material und Methoden

24.Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 3 % BSA in 1 x TNMT-

Puffer fur 60 Minuten in einer feuchten Kammer.

25.Inkubation mit einem Schaf-Anti-Digoxigenin-AP  Antikorper  (Fab-
Fragmente, konjugiert mit alkalischer Phosphatase; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) fir 20 Stunden bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Die
Verdiinnung des Antikorpers (150U/200 pl) mit 3 % BSA in 1 x TNMT-
Puffer betrug 1:4000.

26. Waschen mit 1 x TNMT fur 2 x 10 Minuten.
27.Waschen mit 1 x NTB fur 5 Minuten.

28.Blockierung unspezifischer Reaktionen des Enzyms alkalische Phosphatase

mit 2 mM Levamisol in 1 x NTB fur 5 Minuten.

29. Visualisierung der gesuchten Sonden-Zielsequenz-Hybride mit NBT/BCIP
(KPL, Wedel) bis Signale deutlich sichtbar.

30. Inkubation der gefirbten Gewebeschnitte mit 2 mM Levamisol in 1 x NTB-

Puffer fiir 5 Minuten.
31. Waschen in Aqua dest. fiir 5 Minuten.

32.Findecken der Objekttriger mit Kaiser’s Glyzeringelatine (Merck,

Darmstadt).
2.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen

2.2.2.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Es wurden 5-7 um dicke Gewebeschnitte der in Paraffin eingebetteten Plazentaproben

wie oben beschrieben angefertigt. Die Objekttriger wurden vor der Benutzung mit

APES beschichtet.

Die Inkubations- und Waschschritte bei der Durchfiihrung der Immunhistochemie
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, soweit keine abweichenden Bedingungen

angegeben werden.
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2.2.2.2 Antikérper und Kontrollen

Die Details der verwendeten Antikérper sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Die spezifische Bindung des anti-PAF-R-Antikérpers wurde mit einer Isotypen-

kontrolle mit murinen IgG2a (DakoCytomation, Hamburg) tiberprift.

Zur Kontrolle der spezifischen Bindung des anti-PAF-AH-Antikérpers, wurde der
Antikérper mit dem dafiir vorgesehenen Blockierungspeptid (PAF Acetylhydrolase
Blocking Peptide; Cayman Chemical, Michigan, USA) vor dem Auftragen auf das
Gewebe eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um so die Bindungsstellen des

Antikorpers zu blockieren.

Tabelle 11: Verwendete Antikérper

Primiérantikorper Klon Firma
: i Cayman
PAF-Rezeptor mutiner monoklonaler anti- 11A4 Chemical,

PAF-Rezeptor Antikorper Klon 21 Michigan, USA

Cayman
- Chemical,
Michigan, USA

PAF- polyklonaler anti-PAF-
Azetylhydrolase | Azetylhydrolase Antikorper

2.2.2.3 Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC)-Methode

Die ABC-Methode wurde erstmals von HSU et al. (1981) beschrieben. Der Vorteil
dieser Methode ist zum einen die starke Affinitit von Avidin zu Biotin, zum anderen
besitzt Avidin vier Bindungsstellen fiir Biotin. Da sich so bis zu vier Biotinmolekiile an
ein Avidinmolekil anlagern kénnen, wird das zu erzielende Signal verstirkt. Nach
Bindung des jeweiligen Primirantikorpers an das zu bestimmende Antigen, wird mit
einem biotinylierten Sekundirantikérper inkubiert, der die speziesspezifischen
Antigene des Primirantikorpers detektiert. Im folgenden Schritt wird ein Peroxidase-
konjugierter Avidin-Biotin-Komplex zugegeben. Die freien Stellen des Avidins binden
an das Biotin des Sekundarantikérpers und somit befindet sich die Peroxidase genau an
der Stelle des gesuchten Antigens. Diese Lokalisation der Peroxidase wird mit einem

geeigneten Chromogen sichtbar gemacht.
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2.2.2.4 Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-
Methode

Diese immunhistochemische Nachweismethode, die auch als unmarkierte
Antikérpermethode bezeichnet wird, wurde erstmals von CORDELL et al. (1984)
beschrieben. Hierbei wird ein Enzym, die alkalische Phosphatase (AP), und ein gegen
dieses Enzym gerichtetes Antiserum, die anti-Alkalische Phosphatase (AAP), gemischt.
Dieses Gemisch wird allgemein als Immunkomplex, in diesem Fall als APAAP-
Komplex, bezeichnet. Um diesen APAAP-Komplex aus 19slichen Immunkomplexen
zu erhalten, wird das Enzym im Uberfluss zugegeben und die Prizipitate entfernt. Der
Name ,unmarkierte Antikérpermethode® basiert auf der Tatsache, dass der
Sekundirantikbrper nicht konjugiert ist, sondern sich mit seinen beiden Fab-
Fragmenten jeweils gegen die speziesspezifischen Antigene des Primarantikorpers und
gegen die des Enzym-Immun-Komplexes richtet und somit als ein Bindeglied
zwischen dem Primirantikérper und dem Komplex fungiert. Man spricht deswegen
auch von einem Brickenantikorper. Voraussetzung hierfir ist, dass der
Primdrantikérper und der am Enzym-Immun-Komplex beteiligte Antikorper aus einer
Spezies stammen. In den meisten Fallen handelt es sich um einen murinen
monoklonalen Primirantikérper sowie einen murinen monoklonalen APAAP-
Komplex. Um auch immunhistochemische Nachweise mit polyklonalen
Primdrantikérpern mit dieser Methode durchzufiihren, muss man einen kleinen
Zwischenschritt einfigen. Bevor der eigentliche Sekundirantikérper aufgetragen wird,
wird der PrimirantikOrper ,,mausifiziert. Dies bedeutet, dass sich ein muriner
monoklonaler Antikrper, der sich gegen den Primirantikorper richtet, an diesen
bindet und dem Primirantikérper somit mausspezifische Antigene anhingt, so dass
dieser Primirantikérper im nachsten Schritt von dem Sekundirantikérper als ein

muriner Antikérper erkannt wird.
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2.2.2.5 Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis des PAF-Rezeptors

(ABC-Methode)

1. Entparaffinierung der Gewebeschnitte in Xylol fir 5 Minuten bei 60 °C,
anschliefend 2 x 5 Minuten in Xylol bei RT.

2. Rehydrierung der Schnitte mit einer absteigenden Ethanolreihe: 2 x 5 Minuten
in absolutem Ethanol, dann jeweils 5 Minuten in 96%igem und 70%igem
Ethanol und abschlieBend 1 x 5 Minuten in Aqua dest.

3. Demaskierung der Antigenbindungsstellen durch 20-minttiges Kochen der
Schnitte in 100 mM Zitratpuffer (pH 6,0).

4. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

5. Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitit mit 3 % H2Oz in Methanol fir

30 Minuten.
6. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

7. Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 5 % BSA, 5 % Pferdeserum
und Avidin D-Lésung (Vector Laboratories, Burlingame, USA) in TBST fur

60 Minuten in einer feuchten Kammer.
8. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

9. Inkubation der Gewebeschnitte mit Primarantikérper fiir 20 Stunden bei 4 °C
in einer feuchten Kammer. Die Verdinnung des Primirantikbrpers betragt
1:100 in TBST mit 5 % BSA, 5 % Pferdenormalserum und Biotin-Ldsung

(Vector Laboratories).

10. Als Negativkontrolle werden murine IgGG2a eingesetzt. Die Verdiinnung ist
identisch mit der des Primdrantikérpers (1:100) im gleichen Verdinnungs-

puffer.
11.Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

12.Inkubation mit biotinyliertem Sekundirantikérper (Pferd-anti-Maus-IgG;
Vector Laboratories) mit einer Verdinnung von 1:200 in TBST fir 30

Minuten in einer feuchten Kammer.
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13. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

14. Inkubation mit Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Losung (Vectastain Elite

ABC Kit; Vector Laboratories) fiir 45 Minuten in einer feuchten Kammer.
15. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

16.Inkubation mit Substrat-Lésung (Vector® NovaRed™-Gebrauchslésung;

Vector Laboratories) fiir 3 - 5 Minuten in einer feuchten Kammer.
17. Waschen in Aqua dest. 3 x 5 Minuten.
18. Gegenfirbung mit Himatoxylin fiir 10 Sekunden.
19. Wissern der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 Minuten.

20.Dehydrieren der Schnitte wie folgt: je 2 Minuten in 70%igem, 80%igem und
96%igem Ethanol; 2 x 5 Minuten in absolutem Ethanol; 2 x 10 Minuten in

Xylol.
21. Eindeckeln der Schnitte mit Vitro-Clud® (Langenbrinck, Emmendingen).
2.2.2.6 Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis der PAF-
Azetylhydrolase (APAAP-Methode)

1. Entparaffinierung der Gewebeschnitte in Xylol fir 5 Minuten bei 60 °C,
anschliefend 2 x 5 Minuten in Xylol bei RT.

2. Rehydrierung der Schnitte mit einer absteigenden Ethanolreihe: 2 x 5 Minuten
in absolutem Ethanol, dann jeweils 5 Minuten in 96%igem und 70%igem

Ethanol. Zum Waschen 1 x 5 Minuten in Aqua dest..

3. Demaskierung der Antigenbindungsstellen durch 20-minttiges Kochen der

Schnitte in 100 mM Zitratpuffer (pH 6,0).
4. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

5. Blockierung der endogenen alkalischen Phosphataseaktivitit mit 4 °C kalter

20%iger Essigsdure fur 15 Sekunden.

6. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.
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7. Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 5 % BSA in TBST fir 60

Minuten in einer feuchten Kammer.
8. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

9. Inkubation der Schnitte mit Primirantikérper fir 20 Stunden bei 4 °C in einer
teuchten Kammer. Die Verdinnung des Primarantikorpers mit TBST betrigt
1:300.

10. Als Negativkontrolle wird der Primirantikérper vor dem Auftragen auf das
Gewebe mit dem PAF-Azetylhydrolase Blockierungspeptid (10 pg/ml,
Cayman Chemical) eine Stunde prainkubiert.

11. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

12.Inkubation mit Maus-anti-Kaninchen-Antikérper (DakoCytomation) mit
einer Verdinnung von 1:50 in TBST fir 30 Minuten in einer feuchten
Kammer.

13. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

14.Inkubation mit dem Briickenantikbrper Kaninchen-anti-Maus-Antikorper
(DakoCytomation) mit einer Verdinnung von 1:50 in TBST fir 30 Minuten

in einer feuchten Kammer.
15. Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

16.Inkubation mit monoklonalem murinen APAAP-Komplex (Dako
Cytomation) in einer Verdinnung von 1:50 in TBST fiir 30 Minuten in einer

feuchten Kammer.
17.Waschen in TBST 3 x 5 Minuten.

18. Visualisierung mit Substrat-Losung (DAKO® Fuchsin +  Substrat-
Chromogen System; DakoCytomation) fur 15 Minuten in einer feuchten

Kammer.
19. Waschen in Aqua dest. 3 x 5 Minuten.
20. Gegenfirbung mit Himatoxylin fiir 10 Sekunden.

21. Wissern der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser fir 10 Minuten.
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22.Dehydrieren der Schnitte wie folgt: je 2 Minuten in 70%igem, 80%igem und
96%igem Ethanol; 2 x 5 Minuten in absolutem Ethanol; 2 x 10 Minuten in

Xylol.

23. Eindeckeln der Schnitte mit Vitro-Clud® (Langenbrinck).

2.2.2.7 Lichtmikroskopische Auswertung der Immunbhistologie

Die Auswertung der Schnitte wurde am Lichtmikroskop Leica DM LB (Leica, Wetzlar)
mit der 3-CCD Color Video Camera KY-F55BE (JVC, Friedberg) durchgefithrt. Die
Bilder wurden mit der DHS-Bilddatenbank V5.00 (Dietermann & Heuser Solution
GmbH, Greifenstein-Beilstein) verwaltet und im Weiteren mit dem Grafikprogramm

CorelDraw bearbeitet.

2.2.3 Aktivititsbestimmung der PAF-Azetylhydrolase

Die Enzymaktivitit der PAF-Azetylhydrolase wurde mit einem ,,PAF Acetylhydrolase
Assay Kit*“ (Cayman Chemical) bestimmt. Mit diesem Assay kann die Aktivitit der
intrazelluldren wie auch der Plasma-Isoform der PAF-AH erfasst werden. In diesem
Fall wurde der Assay so durchgefiihrt, dass die Aktivitit der intrazelluliren Isoform

gemessen wurde.

Es wurden 31 Plazentaproben von Tieren aus unterschiedlichen Trichtigkeits-
zeitpunkten verwendet. Die Proben wurden je nach Gravidititsstadium in drei
Gruppen ecingeteilt (frithe, mittlere, spite Graviditit). In Tabelle 12 sind die

verwendeten Proben in ihren Gruppen aufgelistet.
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Tabelle 12: FEinteilung der Plazentaproben fir den PAF-AH Aktivitats-Assay

frihes mittleres spates

Trichtigkeitsstadium | Trichtigkeitsstadium | Trachtigkeitsstadium
Rd 030/1 Rd 100/1 Rd 180/2
Rd 030/2 Rd 100/3 Rd 180/4
Rd 040/1 Rd 120/2 Rd 220/1
Rd 060/1 Rd 120/4 Rd 220/3
Rd 060/2 Rd 130/1 Rd 220/5
Rd 060/3 Rd 140/1 Rd 240/1
Rd 080/1 Rd 140/2 Rd 240/2
Rd 080/3 Rd 140/3 Rd 240/3
Rd 080/4 Rd 150/1 Rd 270/1
Rd 090/1 Rd pp/1
Rd 090/2

Zunichst wurde aus den 31 Plazentaproben jeweils das Gesamtprotein isoliert.
Ungefihr 1 g Gewebe pro Einzelprobe wurde mit 6 ml Homogenisationspuffer (0,1 M
Tris-HCI-Puffer, pH-Wert 7,2) auf Eis homogenisiert. Das gewonnene Homogenat
wurde fir 15 Minuten bei Raumtemperatur und 500 x g zentrifugiert. AnschlieBend
wurde dieses Zentrifugat in einer Ultrazentrifuge erneut fir 60 Minuten bei 4 °C und
105000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Der Proteingehalt dieser
Plazentaproben wurde nach der Methode nach LOWRY et al. (1951) wie folgt

bestimmt:

10 ul des Probeniiberstandes wurden mit 1000 pul Aqua dest. verdinnt, anschlieBend
wurden 5 ml Lowry-Losung zugegeben und dieser Ansatz fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurde 500 upl Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz zugegeben und fiir 30 Minuten inkubiert. Die Proteinkonzentrations-
messung wurde photometrisch bei 540 nm gegen einen Blindwert (Aqua dest. anstelle
des Probentiberstandes) durchgefithrt. Als Eichreihe wurde eine wissrige Losung mit

bovinem Rinderserumalbumin mit Konzentrationen von 10 - 100 pug/ml angesetzt.

Da verschiedene Substanzen, zu denen vor allem Thiole und Substanzen mit kleinen

Molekulargewichten zdhlen, die Aktivititsbestimmung der PAF-Azetylhydrolase stéren
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konnen, wurde vor Beginn des Assays eine Dialyse durchgefiihrt. Diese Dialyse wurde
mit einem Anionenaustauscher im  Forschungsinstitut fiir die Biologie
landwirtschaftlicher Nutztiere (Dummerstorf) unter der Leitung von Herrn Dr. Tomek
durchgefithrt. Die gereinigte Proteinfraktion wurde in dem PAF Acetylhydrolase Assay

Kit nach Herstellerangaben eingesetzt.

Das Prinzip des PAF-Azetylhydrolase-Aktivitits-Assays ist in Abbildung 5 dargestellt.
Als Substrat fiir die PAF-AH wurde 2-Thio-PAF eingesetzt. Die PAF-AH in dem zu
untersuchenden Gewebe spaltet an der zweiten Position des Glyzerols die
Azetylgruppe ab. Das so entstandene Molekil 2-Thio-Lyso-PAF bewirkt eine Spaltung
des Molekiils DTNB im Bereich der Disulfidbriicke zu zwei Molekiilen 5-Thio-2-
Nitrobenzoesdure. Ein Molekiil der 5-Thio-2-Nitrobenzoesdure bindet an das freie
Schwefelatom des 2-Thio-Lyso-PAF Molekiils und bildet mit diesem die Verbindung
2-Thio-Nitrobenzoe-PAF. Die Konzentration des zweiten 5-Thio-2-Nitrobenzoesaure-

Molekdls wurde bei einer Wellenlinge von 405 nm photometrisch bestimmt.

Die Aktivitit der PAF-AH wurde zum Zeitpunkt 0, und weiterhin alle 5 Minuten bis
zur 35. Minute gemessen. Jede Probe wurde dreifach aufgetragen und anschlieBend die
Mittelwerte berechnet. Als Leerwert wurde der reine Assay-Puffer aus dem Kit
verwendet. Als Positivkontrolle wurde ein humaner PAF-AH-Standard (2 pg/ml)
eingesetzt. Fur die Bestimmung der Aktivitit der zytosolischen PAF-AH wird der

zuletzt gemessene Wert zum Zeitpunkt 35. Minute verwendet.
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Abbildung 5: Schema der Reaktion des PAF-AH-Assays

Die Berechnung der Aktivitit der PAF-Azetylhydrolase wurde wie folgt durchgefithrt

Zunichst wurde das Absorptionsverméogen bei 405 nm pro Minute (A A4os/min) fir
jede Probe berechnet.

(Mittelwert Probe)— A
AA . Jmin= 405

405 (Blindwert)
405

Zeit (Minuten)

Es wurde alle finf Minuten bis zur 35. Minute die Absorption gemessen, fur die

weiteren Berechnungen wurde nur der 35-Minuten-Wert verwendet, da der Anstieg der

Absorption linear im Bezug auf die Zeit war.
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Die PAF-AH Aktivitit berechnete sich wie folgt:

AAygs/min 225 m] . 1000

PAF - AH Aktivitit = TR - -
10 mM 0,0lml  Proteinmenge in mg/ml

= Aktivitdtin nmol/min/mg Protein

Die Messwerte wurden mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) auf
einen Einfluss der Beobachtungsgruppe auf die PAF-AH-Aktivitit geprift (GraphPad

Instat3).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der RT-PCR

Spezitische mRNA des PAF-R sowie der untersuchten PAF-AH-Isoformen konnte
mittels RT-PCR in Rinderplazentomen aus unterschiedlichen Trachtigkeitsstadien
nachgewiesen werden. Rd 0060/1 steht stellvertretend fiir die Tiere des frihen
Trichtigkeitsstadiums, Rd 220/1 fiir die des mittleren Trichtigkeitsstadiums, Rd 270/1
fur das spite Trichtigkeitsstadium und Rd pripartum (p.p.)/1 fur Tiere kurz vor der
Geburt. Der PAF-R konnte auf mRNA-Ebene durch ein Amplifikat der GréBe von
166bp in allen untersuchten Stadien qualitativ nachgewiesen werden (Abbildung 6).
Auch die mRNA der intrazelluliren PAF-AH-Isoformen wurde wihrend der gesamten
Graviditat in der Plazenta des Rindes exprimiert (Abbildung 6). Das amplifizierte PCR-
Produkt der PAF-AH Ib B-Untereinheit zeigte sich mit einer GréB3e von 161bp, das
der PAF-AH Ib y-Untereinheit mit 171bp. Die GréBe des PCR-Produktes der PAF-
AH II-Isoform betrug 175bp.

Rd 060/1
Rd 220/1
Rd 060/1
Rd 220/1

Rd 270/1

«—i i
O
=l
qeliigo.
(=l =

100bp- PAF-R PAF-AHIb 3 | PAF-AH Iby PAF-AH II 100bp-
Marker 1 6()})1-, 161 ‘Dp 171 bp 1 "'5]3[-) Marker

Abbildung 6: Ergebnisse der RT-PCR fur PAF-R, PAF-AH Ib 3, PAF-AH Ib y, PAF-AH
1I.

Als GroBenstandard wurde ein 100bp-DNA-Marker beidseits der amplifizierten PCR-
Produkte aufgetragen.
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Die mRNA-Expression der extrazellular gelegenen Plasma-PAF-AH-Isoform wurde
ebenfalls zu allen untersuchten Zeitpunkten der Graviditit des Rindes mit einem

Amplifikat von 218bp detektiert (Abbildung 7).

——] e
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Abbildung 7: Ergebnisse der RT-PCR fur die Plasma-PAF-AH-Isoform.

In allen vier Stadien wurde ein Produkt von 218bp erzielt, neben welchem wiederum ein
100bp-DNA-Marker am rechten und linken Rand des Agarosegels als GroBenstandard
aufgetragen wurde.
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3.2 Ergebnisse zur Herstellung der Digoxigenin-markierten Ribosonden

Mit der Restriktionsanalyse konnte gezeigt werden, dass die eingesetzte Matrizen-DNA
tir PAF-R und PAF-AH Ib (B-Untereinheit) in korrekter Linge in das Plasmid ligiert

und wieder herausgeschnitten wurde.

Die Sequenzierung der Plasmide bestitigte die Identitit der generierten Sonden. Die in
Abbildung 8 aufgezeigte Sequenz des Plasmids (Plasmid Rez), das als Insert die
Sequenz des PAF-R enthielt (abgekiirzt Sequenz Rez), stimmt mit der

Nukleotidsequenz aus der Literatur zu 97,6 % tberein.

10 20 30 40 50

Plasmid Rez CATTGGGCCG ACGTCCATGC TCCCGGCCGC CATGGCCGCG GGATTGGTCA

Sequenz Rez ————————"— —————————— —————————— —————————— ————— GGTCA
| e T T T I

60 70 80 90 100

Plasmid Rez GCCATGGTGA GGTTCACCAT GAAGATCTTT ATCTCGTTGA ATTTCTTGGA
Sequenz Rez GCCATGGTGA GGTTCACCAT GAAGATCTTT ATCTCGTTGA ATTTCTTGGA

e e e e e e
110 120 130 140 150
Plasmid Rez AGGGTACAAG CGGGCAAAGA CCCACAGCAC GTAGCTGTTG GCAATGACCC

Sequenz Rez AGGGTACAAG CGGGCAAAGA CCCACAGCAC GTAGCTGTTG GCAATGACCC

B e e e I
160 170 180 190 200
Plasmid Rez CCAGCACAAA GACGATGCTG TAAAAGATTG GGAAGAGGGT GTATCGGAAC
Sequenz Rez CCAGCACAAA GACGATGCTG TAAAAAATTG GGAAGAGGGT GTATCGGAAC

e T s e s
210 220 230 240 250
Plasmid Rez TCTGAGTCCA AATCACTAGT GCGGCCGCCT GCAGGTCGAC CATATGGGAG
Sequenz Rez TCTGAGTCCA —-—--CAC———— —————————— —————————— ——————————

Abbildung 8: Sequenzierungsergebnis des PAF-Rezeptor-Plasmids
Die Vektorsequenz ist nur ausschnittsweise wiedergegeben, dies symbolisieren die

Punkte am Ende der Darstellung.
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Die Sequenzierung des Plasmids zur Sondenherstellung fiir die PAF-AH Ib (-
Untereinheit (Plasmid AH) zeigte eine 100%ige Ubereinstimmung der Sequenz des
Plasmid-Inserts mit der gewihlten Sequenz aus der NCBI-Datenbank und ist in
Abbildung 9 aufgefihrt. Die als Insert eingesetzte Sequenz ist mit Sequenz AH

benannt. Auch bei dieser Darstellung ist nicht die komplette Vektorsequenz dargestellt.

10 20 30 40 50

Plasmid AH GGTATGGAGC CGAGTCGCAT GCTCCCGGCC GCCATGGCCG CGGGATTTGC

Sequenz AH ———————""- —————————— —————————— —————————— ——————— TGC
| e e e e L

60 70 80 90 100

Plasmid AH ATCAACTGTA CCATGGAGTC CCCCACGAAC AGGACATCCG GCICTTTGTC

Sequenz AH ATCAACTGTA CCATGGAGTC CCCCACGAAC AGGACATCCG GCICTTTIGTC
e e e e e

110 120 130 140 150

Plasmid AH TTTGCAGTCC AGGACAAATC TGTTGTGCTG AGACATCCAT CTIGTCGTCIC

Sequenz AH TTTGCAGTCC AGGACAAATC TGTTGTGCTG AGACATCCAT CTIGTICGTICIC
B e e e T I

160 170 180 190 200

Plasmid AH CTTGAATATC TTCTGCTGCA TGIGGAATGG CTGCTGGGTT TGAGTCTCCT

Sequenz AH CTTGAATATC TTCTGCTGCA TGIGGAATGG CTGCTGGGTT TGAGTCTICCT
T e e e e

210 220 230 240 250

Plasmid AH TGGCTCATAA TCACTAGTGC GGCCGCCTGC AGGTCGACCA TATGGGAGAG

Sequenz AH TGGCTCAT—— —————————— —————————— —————————— ——————————

Abbildung 9: Sequenzierungsergebnis des Plasmids der PAF-AH Ib B-Untereinheit
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3.3 Ergebnisse der in situ Hybridisierung

3.31 PAF-Rezeptor

Die Lokalisation der mRNA des PAF-R direkt in den Gewebeschnitten erfolgte mit
der in sitn Hybridisierung. Die hierzu hergestellten Ribosonden wurden zunichst in
einem Vorversuch auf ihre Eigenschaft zur Hybridbildung mit der mRNA des PAF-R
im Gewebe getestet. Eine braune Farbreaktion im Zytoplasma der Zellen zeigte, dass
die mit Not I/T7 hergestellte Ribosonde ein Ribonukleotid-Hybrid bilden konnte
(-»Antisense-Sonde®). Diese Reaktion bestitigte den positiven Nachweis der mRNA
des PAF-R aus der RT-PCR. Dagegen blieben die Schnitte, die mit der Ribosonde aus
der Reaktion mit Nco I/SP6 behandelt wurden, komplett farblos. Somit konnte diese

Sonde als Negativkontrolle (,,Sense-Sonde®) in den weiteren Versuchen eingesetzt

werden (siche Abbildung 10).

Abbildung 10: Identifizierung der Sonden als Antisense- (Fahigkeit zur Hybridisierung mit
der im Gewebe befindlichen mRNA) und Sense-Sonden.

Die Antisense-Sonde ergibt eine braun-schwarze, zytoplasmatische Firbung (A), wihrend die
mit der Sense-Sonde behandelten Schnitte komplett ungefirbt blieben (B).

Die mRNA des PAF-R wurde im fetalen Kompartiment in den Trophoblastzellen,
besonders in den immaturen Trophoblastriesenzellen (TGC) (Abbildung 11) und im
GefiBlendothel nachgewiesen. In der maternalen Karunkel wurde eine vergleichsweise
schwichere Expression der mRNA des PAF-R infranukleir im uterinen Epithel
beobachtet, ebenso lieBen sich die Endothelien der Blutgefile anfirben. Eine
besonders starke mRNA-Expression des PAF-R war im uterinen Epithel und Stroma
im Bereich der Septenspitzen in der Nihe der Chorionplatte zu beobachten. Im fetalen
Kompartiment waren vor allem die unreifen binukledren TGC positiv, wohingegen die

benachbarten reifen TGC keine mRNA-Expression aufwiesen (Abbildung 12). Im
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Verlauf der Graviditit verinderte sich die Expression nicht. Jedoch war bei
Plazentomen, die unmittelbar vor der Geburt gewonnen wurden, eine deutliche
Reduktion der mRNA-Expression in den TGC zu sehen (Abbildung 13). Lediglich
einige wenige TGC zeigten eine Hybridisierungsreaktion fir PAF-R-mRNA. Dagegen
war im maternalen Stroma, besonders in den Gefillendothelien, eine deutliche
Zunahme der Zellen, die ein positives Signal zeigten, auszumachen. Weiterhin wurde in
einzelnen uterinen Epithelzellen eine positive Farbreaktion beobachtet. Es erfolgte also
direkt vor der Geburt eine Verschiebung der PAF-R mRNA Expression vom fetalen

Kompartiment hin zum maternalen Stroma.

Abbildung 11: Plazentom 270/1, ISH PAF-R

Die positive braune Farbreaktion ist vor allem in den Trophoblastriesenzellen (schwarze
Pfeile) und infranukledr in den uterinen Epithelzellen (weile Pfeile) zu sehen. Die reifen TGC
enthalten keine mRNA des Rezeptors mehr (P). Im maternalen Stroma (MS) sind die
GefiBendothelien ebenfalls positiv gefirbt (%). FM, fetales Mesenchym.
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Abbildung 12: Plazentom 100/4, ISH PAF-R
An der Chorionplatte zeigen einzelne unreife Trophoblastriesenzellen (schwarze Pfeile) eine
positive Reaktion, reifere TGC sind dagegen negativ (P>). Das uterine Epithel (weille Pfeile)
und die Endothelien der maternalen Gefi3e (%) sind deutlich positiv gefirbt. Am linken Rand
der Septenspitze ist eine multinukledre feto-maternale Hybridzelle (HZ) zu sehen. MS,
maternales Stroma.

Abbildung 13: Plazentom pp/3, ISH PAF-R
Bei Plazentomen direkt vor der Geburt sind im fetalen Kompartiment vereinzelt positive
TGC zu erkennen (schwarzer Pfeil). Dagegen ist die Expression der mRNA des PAF-R in den
uterinen Epithelzellen (weille Pfeile) sowie im maternalen Stroma (MS) und hier vor allem in
den Endothelzellen maternaler Gefile (%) verstirkt. Die fetalen GefiBlendothelien
exptimieren ebenfalls PAF-R mRNA (4). FM, fetales Mesenchym.
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3.3.2 PAF-AH Ib B-Untereinheit

Die PAF-AH mRNA wurde ebenfalls mittels einer 7z situ Hybridisierung in
Gewebeschnitten von Rinderplazentomen lokalisiert und bestitigte so die Ergebnisse
der RT-PCR. Auch diese selbst hergestellten Ribosonden wurden zunichst in einem
Vorversuch auf ihre Figenschaft als ,,Antisense-“ bezichungsweise als ,,Sense-
Ribosonden® getestet. Es zeigte sich, dass die mit dem Restriktionsenzym Not I und
der RNA-Polymerase T7 hergestellte Sonde mit der mRNA der PAF-AH im Gewebe
ein Hybrid bildete und somit als ,,Antisense*“-Sonde fungierte. Die komplementire
Ribosonde (Nco 1/SP6) war identisch zu der im Gewebe vorhandenen mRNA, konnte
somit nicht hybridisieren und wurde daher als ,,Sense“-Sonde fur die Negativkontrolle

verwendet.

Im Verlauf der Graviditit zeigten im fetalen Anteil der Rinderplazentome vor allem die
unreifen, binukledren TGC eine deutlich positive Hybridisierungsreaktion (Abbildung
14). Allerdings nahm die Intensitit der Signale mit zunehmender GréBe und somit
auch Reife der TGC ab. Dagegen wurde im angrenzenden uterinen Epithel nur eine
sehr schwache mRNA-Expression beobachtet (Abbildung 14). Dieses Expressions-
muster zeigte sich in fast allen Bereichen des Rinderplazentoms. Fine Ausnahme
bildete die Chorionplatte, wo die maternalen Septenspitzen mit den Trophoblastzellen
der Chorionplatte in Kontakt stehen. In diesem Bereich zeigte das uterine Epithel
sowie das Endothel der maternalen Kapillaren die intensivste Hybridisierung fir die
PAF-AH (Abbildung 15). Dagegen wurde in den Trophoblastzellen des angrenzenden
Chorionepithels nur eine reduzierte Expression beobachtet. Im Vergleich der
unterschiedlichen Trichtigkeitsstadien konnte kein Unterschied hinsichtlich der
Lokalisation und des Ausmalles der Expression der mRNA der PAF-AH erfasst
werden. Hingegen wurde ein deutlicher Wechsel der Lokalisation der mRNA in den
unmittelbar pripartum entnommenen Plazentomen beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt
zeigten nur noch vereinzelte TGC eine positive 7 sitn Hybridisierung fiir die PAF-AH
(Abbildung 16), wihrend die Expression in Zellen des maternalen Stromas sowie des

Karunkelepithels deutlich zunahm (Abbildung 16).
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Abbildung 14: Plazentom 220/4, ISH PAF-AH

PAF-AH mRNA zeigt sich am stirksten in den unreifen Trophoblastriesenzellen (schwarze
Pfeile). Die benachbarten reiferen TGCs zeigen kaum zytosolische Signale (P). Im uterinen
Epithel ist die Expression sehr schwach (weile Pfeile). Die Endothelzellen der maternalen
(%) und der fetalen Gefile () sind ebenfalls positiv angefirbt. MS, maternales Stroma; FM,
fetales Mesenchym.

Abbildung 15: Plazentom 220/4, ISH PAF-AH

Das uterine Epithel der Septenspitze nahe der Chorionplatte ist intensiv zytosolisch gefirbt
(weille Pfeile). Die Endothelien der Kapillaren im maternalen Stroma (MS) sind ebenfalls
deutlich positiv (%). Im fetalen Kompartiment exprimieren die Endothelzellen der Gefal3e die
mRNA der PAF-AH (#). Die Trophoblastriesenzellen sind in diesem Ausschnitt der
Chorionplatte negativ (P>).
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Abbildung 16: Plazentom pp/3, ISH PAF-AH

Unmittelbar vor der Geburt zeigt sich eine reduzierte mRNA-Expression im fetalen
Kompartiment. Lediglich vereinzelte Trophoblastriesenzellen exprimieren PAF-AH mRNA
(schwarzer Pfeil). Im Gegensatz dazu ist die mRNA-Expression im maternalen Stroma (MS)
und im uterinen Epithel (weille Pfeile) verstirkt. Die Endothelien der maternalen Gefil3e
zeigen eine sehr deutliche Expression dert mRNA der PAF-AH (%). Fetale Endothelien sind
ebenfalls positiv (#). FM, fetales Mesenchym.
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3.4 Ergebnisse der Immunhistochemie

3.41 PAF-Rezeptor-Protein

Das Protein des PAF-R wurde mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper
detektiert. Um die Spezifitit dieses Antikorpers zu Uberprifen, wurde eine

Isotypenkontrolle durchgefithrt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Uberpriifung der Spezifitit des PAF-R-Antikorpers

Auf Abbildung 17A wurde das Gewebe mit dem Primirantikérper gegen den PAF-R
angefirbt. Die Isotypenkontrolle ist in Abbildung 17B dargestellt.

Das PAF-R-Protein lie3 sich immunhistochemisch in Trophoblastzellen, Karunkel-
epithelzellen und Endothelzellen fetaler und maternaler Gefille nachweisen. Im
Chorionepithel zeigten die unreifen, binukledren TGC das intensivste Signal
(Abbildung 18) und je reifer und somit gréBer die TGC wurden, desto geringer wurde
die Signalstirke. Im Karunkelepithel wurde das Signal infranukledr lokalisiert
(Abbildung 18). In dem Bereich des Plazentoms, in dem sich die Kontaktzone
zwischen maternaler Septenspitze und Chorionplatte befindet, wurde ein etwas
verindertes Proteinexpressionsmuster bemerkt. Das uterine Epithel wies eine stirkere
Immunfirbung des PAF-R auf, wihrend einzelne unreife TGC ein vergleichsweise
schwicheres Signal zeigten (Abbildung 19). Beim Vergleich unterschiedlicher
Trichtigkeitsstadien fielen keine Unterschiede in Lokalisation und Stirke der
Expression auf. Dagegen zeigte sich bei Tieren, denen Plazentome unmittelbar vor der
Geburt entnommen wurden, ein verindertes Verteilungsmuster fiir das PAF-R-Protein
(Abbildung 20). Das im Verlauf der Graviditit beobachtete intensive Signal in den

TGC war stark verringert. Dafiir zeigte sich im maternalen Kompartiment eine



64 Froebnisse

deutliche Zunahme der Proteinexpression im maternalen Stroma sowie im bereits
abgeflachten Karunkelepithel (Abbildung 20). In den tbrigen Gewebeanteilen der
Plazentome, wie den Endothelien der fetalen und maternalen Gefil3e, war kein
Unterschied der Stirke und Lokalisation des PAF-R-Proteins zwischen Graviditit und

Geburt festzustellen.

Da fir den PAF-R auf mRNA- und Proteinebene gleiche Ergebnisse hinsichtlich
Lokalisation und Ausprigung der Signale gefunden wurden, kann man von einer

Kolokalisation der mRNA mit dem dazugehorigen Protein sprechen.

Abbildung 18: Plazentom 080/3, IHC PAF-R

Das positive rote Signal ist vor allem in den unreifen Trophoblastriesenzellen (schwarze
Pfeile) und infranukleir in den uterinen Epithelzellen (weil3e Pfeile) zu sehen. Grof3ere, reifere
Trophoblastriesenzellen sind dagegen negativ (P). Weiterhin ist eine positive Immunreaktion
in den Endothelien fetaler (#) und maternaler (%) Kapillaren zu beobachten. MS maternales
Stroma.
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Abbildung 19: Plazentom 140/1, IHC PAF-R

An der Chorionplatte ist die Proteinexpression im Chorionepithel vor allem in den unreifen
Trophoblastriesenzellen (schwarze Pfeile) zu beobachten. Dagegen ist ein intensives Signal im
uterinen Epithel zu erkennen (weille Pfeile). Die Endothelzellen der maternalen (%) und
fetalen GefiBBe () sind positiv. Im Karunkelepithel dieser Septenspitze erkennt man feto-
maternale Hybridzellen (HZ). FM, fetales Mesenchym; MS, maternales Stroma.

v

e

Abbildung 20: Plazentom pp/1, IHC PAF-R

Unmittelbar vor der Geburt ist die Proteinexpression im Chorionepithel reduziert (schwarzer
Pfeil), wobei die Endothelien (#) im fetalen Mesenchym (FM) das Protein des PAF-R mit
unverinderter Stirke exprimieren. Das bereits abgeflachte uterine Epithel zeigt eine intensive
Farbreaktion (weille Pfeile), ebenso ist das Endothel maternaler Gefile deutlich angefirbt
(%). MS, maternales Stroma.
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3.4.2 PAF-AH-Protein

Das Protein der PAF-AH wurde mit Hilfe der Immunhistochemie in der bovinen
Plazenta detektiert. Die Spezifitit des eingesetzten polyklonalen Primirantikorpers
wurde mittels einer Priinkubation mit einem Blockierungspeptid tiberpriift. In diesen

Kontrollen war kein Signal zu erkennen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Uberpriifung der Spezifitit des Primirantikérpers

Das Plazentom in Abbildung 20A wurde mit dem PAF-AH-Antikrper gefirbt. In Abbildung
20B wurde vor Auftragen des Primirantikorpers der AntikOrper mit einem spezifischen
Blockierungspeptid vorinkubiert, um die spezifischen Bindungsstellen zu blockieren.

Wihrend aller untersuchten Trichtigkeitsstadien zeigte sich die intensivste
Farbreaktion im Zytoplasma einzelner TGC. Fetale Endothelien waren schwach
positiv. Deutlicher war die Proteinexpression in den uterinen Epithelzellen,
wohingegen die Intensitit und somit auch die Menge des nachzuweisenden Proteins im
Karunkelepithel weitaus geringer als in den positiven TGC waren. Endothelzellen der
maternalen Gefille waren leicht positiv (Abbildung 22). Ein etwas anderes Bild ergab
sich im Bereich der Septenspitzen an der Chorionplatte. Hier waren nur sehr wenige
TGC im Zytoplasma angefirbt. Die intensivste Reaktion wurde im Karunkelepithel
und im daran anschlieBenden maternalen Stroma, vor allem in den Endothelien,
beobachtet (Abbildung 23). Von der frithen Trichtigkeit bis zum Tag 270 lieBen sich
keine verinderten Proteinexpressionsmuster ausmachen. Dagegen unterschieden sich
jedoch die Proben, die unmittelbar vor der Geburt entnommen wurden, deutlich
hinsichtlich der Verteilung des PAF-AH-Proteins. TGC zeigten nur noch vereinzelt

eine positive Immunreaktion. Dagegen wies das Uterusepithel eine gesteigerte



Ergebnisse 67

Farbintensitit auf. Im maternalen Stroma wurden keine Verinderungen beobachtet

(Abbildung 24).

Abbildung 22: Plazentom 220/2, IHC PAF-AH

Wihrend der Graviditit ist das PAF-AH-Protein deutlich im Zytoplasma einzelner
Trophoblastriesenzellen (schwarze Pfeile) zu sehen. Die Proteinexpression im Uterusepithel
ist geringer (weile Pfeile). Reife Trophoblastriesenzellen zeigen keine Immunreaktion (B>).
Die Expression des PAF-AH-Proteins ist in den fetalen GefiBendothelien (#) schwicher
ausgeprigt als in den maternalen (%). FM, fetales Mesenchym; MS, maternales Stroma.
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Abbildung 23: Plazentom 080/2, IHC PAF-AH

Im Bereich der Chorionplatte ist die Proteinexpression der PAF-AH in den unreifen
Trophoblastriesenzellen nur schwach (schwarzer Pfeil). Die reifen TGC sind negativ (P). Das
uterine Epithel (weile Pfeile) der Septenspitzen zeigt positive Signale. Endothelzellen fetaler
(#) und maternaler Kapillaren (%) weisen eine positive Immunreaktion auf. MS, maternales
Stroma.

Abbildung 24: Plazentom pp/1, IHC PAF-AH

Kurz vor dem Geburtseintritt befinden sich im fetalen Kompartiment nur noch geringe
Mengen an PAF-AH-Protein (schwarzer Pfeil). Lediglich die Endothelien der fetalen Gefil3e
zeigen eine positive Reaktion (#). Der fetale Anteil der Plazenta wird von einem deutlich
positiven Uterusepithel (weile Pfeile) umgeben. Das maternale Stroma (MS) weist eine
geringgradige Proteinexpression auf, die vorwiegend in den Endothelzellen (%) lokalisiert ist.
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3.5 Ergebnisse des PAF-AH-Aktivitits-Assays

PAF-Azetylhydrolasen spalten an der zweiten Position des Glyzerols die PAF-
spezifische Azetylgruppe ab und inaktivieren somit PAF. Zusitzlich zur Lokalisation
der mRNA und des Proteins der PAF-AH wurde ebenfalls die PAF-AH-Aktivitit
wihrend der Graviditit des Rindes untersucht. Hierzu wurden aus unterschiedlichen
Trichtigkeitsstadien Plazentaproben entnommen und hieraus zunichst Gesamtprotein
isoliert. Die nach LOWRY et al. (1951) gemessenen Gesamtproteinkonzentrationen

sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Proteingehalt der Proben fir den PAF-AH-Assay

Tg3090 | FoON | 0. | el | cobure | el
Rd 030/1 6,4 Rd 100/1 7,8 Rd 180/2 11,5
Rd 030/2 11,6 Rd 100/3 10,8 Rd 180/4 11,2
Rd 040/1 13,5 Rd 120/2 10,1 Rd 220/1 9,8
Rd 060/1 10,5 Rd 120/4 9,2 Rd 220/3 10,1
Rd 060/2 14,4 Rd 130/1 12,7 Rd 220/5 17,1
Rd 060/3 13,6 Rd 140/1 54 Rd 240/1 15,4
Rd 080/1 7,9 Rd 140/2 10,8 Rd 240/2 15,4
Rd 080/3 5,4 Rd 140/3 183 Rd 240/3 16,2
Rd 080/4 12,6 Rd 150/1 17,9 Rd 270/1 14,8
Rd 090/1 8,4 Rd pp/1 15,6
Rd 090/2 12,8
3.51 PAF-AH-Aktivitit

Um die Aktivitit der zytosolischen PAF-AH in der Rinderplazenta zu ermitteln, wurde
ein kommerziell erhiltlicher Assay (PAF Acetylhydrolase Assay Kit; Cayman Chemical)
verwendet. Um eine Storung der Aktivititsmessung durch Thiole zu verhindern,
wurden die Proteinproben nach der Bestimmung der Proteinkonzentration chromato-
graphisch aufgereinigt. Die gemessenen Werte fir die PAF-AH-Aktivitit aus dem
Aktivitits-Assay sind in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Ergebnisse des PAF-AH-Assays
Tiernummer Wert 1 Wert 2 | Wert 3 B tchoy i) RAGGcho el nnf?(l){lt?g?rf /1 fng
(W 1-3) | Leerwert Protein
030/1 0,331 0,329 0,325 0,3283 0,1763 1,7712
030/2 0,364 0,382 0,361 0,3690 0,2170 1,2026
040/1 0,383 0,386 0,387 0,3853 0,2333 1,1111
060/1 0,384 0,386 0,397 0,3890 0,2370 1,4510
060/2 0,31 0,322 0,318 0,3167 0,1647 0,7351
060/3 0,404 0,394 0,403 0,4003 0,2483 1,1738
080/1 0,493 0,5 0,482 0,4917 0,3397 2,7640
080/3 0,249 0,25 0,244 0,2477 0,0957 1,1389
080/4 0,436 0,412 0,427 0,4250 0,2730 1,3929
090/1 0,249 0,247 0,241 0,2457 0,0937 0,7168
090/2 0,45 0,472 0,482 0,4680 0,3160 1,5871
100/1 0,357 0,354 0,366 0,3590 0,2070 1,7060
100/3 0,553 0,603 0,593 0,5830 0,4310 2,5655
120/2 0,49 0,508 0,504 0,5007 0,3487 2,2192
120/4 0,303 0,308 0,298 0,3030 0,1510 1,0551
130/1 0,321 0,333 0,329 0,3277 0,1757 0,8892
140/1 0,286 0,279 0,2825 0,1305 1,5536
140/2 0,335 0,329 0,366 0,3433 0,1913 1,1389
140/3 0,604 0,614 0,63 0,6160 0,4640 1,6300
150/1 0,488 0,52 0,491 0,4997 0,3477 1,2486
180/2 0,542 0,539 0,522 0,5343 0,3823 2,1373
180/4 0,549 0,573 0,56 0,5607 0,4087 2,3457
220/1 0,425 0,446 0,413 0,4280 0,2760 1,8105
220/3 0,26 0,281 0,272 0,2710 0,1190 0,7574
220/5 0,53 0,553 0,5415 0,3895 1,4643
240/1 0,541 0,573 0,569 0,5610 0,4090 1,7073
240/2 0,485 0,485 0,494 0,4880 0,3360 1,4026
240/3 0,511 0,54 0,521 0,5240 0,3720 1,4762
270/1 0,524 0,49 0,548 0,5207 0,3687 1,6014
pp/1 0,487 0,49 0,486 0,4877 0,3357 1,3832
Positivkontrolle| 1,313 1,164 0,98 1,1523 1,0003
Leerwert 0,152 0,152 0,152 0,1520
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Aus den Messwerten aus Tabelle 14 ergaben sich die in Tabelle 15 aufgeftihrten
Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) fir die Gruppen 1 (Tag 30-90), 2
(Tag 100-150) und 3 (Tag 180 bis zur Geburt). Grafisch wurden diese Ergebnisse in
Abbildung 25 dargestellt.

Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir PAF-AH-Assay

Gruppe 1| Gruppe 2 | Gruppe 3
MW (nmol/min/mg Protein) 1,37 1,56 1,61
SD 0,56 0,55 0,44

Aktivitat der PAF-AH

2,5000
2,0000 -
1,5000 -
1,0000 -

0,5000 -

0,0000 -

Aktivitat in nmol/min/mg Protein

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 25: Resultate des PAF-AH-Aktivitits-Assays

In allen Proteinfraktionen der untersuchten Plazentaproben war eine zytosolische
PAF-AH-Aktivitit messbar. Die Messwerte waren normal verteilt. Anhand der
Mittelwerte der PAF-AH-Aktivitit in den Gruppen 1-3 liel3 sich eine Tendenz eines
Anstiegs der Aktivitdt gemessen in nmol/min/mg Protein von 1,37 auf 1,61 feststellen.
Allerdings variierten die Messwerte innerhalb der Gruppen 1-3 soweit, dass durch die
ANOVA-Varianzanalyse keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

festgestellt wurden (p>0,05).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden der PAF-Rezeptor und die PAF-Azetylhydrolasen
erstmals in der bovinen Plazenta auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen,
beziehungsweise zz sitn in den verschiedenen Zelltypen lokalisiert. Die Kernfrage dieser
Arbeit drehte sich um eine mogliche Beteiligung von PAF bei anglogenetischen
Prozessen in der Plazenta sowie ob PAF bei der eingeschrinkten Trophoblastinvasion

Einfluss nimmt.

4.1 Kritische Betrachtung der Methoden
In der vorliegenden Arbeit war der Nachweis des PAF-R und der PAF-AH rein

qualitativer Natur, da die durchgefiihrten Methoden fiir eine exakte Quantifizierung

nicht geeignet sind.

Die Plazentome entstammen Uteri aus unterschiedlichen Trichtigkeitsstadien, die
zwischen dem Tag 30 bis unmittelbar vor der Geburt entnommen wurden. Somit
erlaubt dieses Untersuchungsmaterial eine Aussage tber die Verhiltnisse in der
Rinderplazenta wihrend der gesamten Trichtigkeit, von dem Beginn der

Plazentomentwicklung bis unmittelbar vor den Geburtseintritt.

Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurde mRNA aus ganzen
Plazentomen isoliert, die sich, wie oben beschrieben, aus dem fetalen und dem
maternalen Anteil der Plazenta zusammensetzen. Somit bezieht sich das Ergebnis der
RT-PCR auf die Anwesenheit von mRNA in beiden Kompartimenten der bovinen
Plazenta. Eine differenzierte Aussage Uber die Expression der mRNA im fetalen
beziehungsweise maternalen Anteil der Plazenta erfolgte tiber die 7z sizu Hybridisierung
(ISH). Hierfiir wurde die Linge der selbst hergestellten RNA-Sonden, gemessen an der
Anzahl der Basen, relativ kurz gewihlt, da die Diffusionseigenschaften der Sonden in
das fixierte Gewebe entscheidend durch die Linge der Sonden bestimmt werden
(LEITCH et al., 1994). Die Sondenlinge zum Nachweis der mRNA des PAF-R betrug
166 Basen, zur Detektion der mRNA der PAF-AH 161 Basen. Auch anhand der
Intensitit eines positiven Signals in der ISH ist keine quantitative Aussage tUber die

Anzahl an gebundenen Sonden moglich. Selbst negativ erscheinende Zellen kénnen
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geringe Mengen an gesuchter mRNA enthalten. Prinzipiell wire es auch méglich, dass
die Sonden an zellulire DNA-Sequenzen binden. Um diese falsch positive Reaktion
auszuschlieBen, wurde das Gewebe vor der Hybridisierungsreaktion denaturiert. Als
weitere Kontrolle wurden Sense-Sonden verwendet, da bei einer Hybridisierung der
RNA-Sonden mit doppelstringiger DNA auch die Sense-Sonden mit entgegen-
gesetzter Polaritit ein Hybrid mit der DNA bilden und somit ein Signal im Gewebe

erzeugen wirden.

Fir die histologischen Untersuchungen wurden die Plazentome fixiert und in Paraffin
eingebettet. Durch diese Behandlungen konnte nicht vermieden werden, dass es
teilweise zu einer unphysiologischen Trennung zwischen Chorion- und
Karunkelepithel kam. Der dadurch entstandene Freiraum zwischen fetalem und
maternalem Anteil der Plazenta ist somit ein Artefakt und muss bei der Betrachtung

der histologischen Schnitte au3er Acht gelassen werden.

Bei der Immunhistochemie kamen zwei unterschiedliche Protokolle zum Einsatz. Beim
Nachweis des PAF-R-Proteins wurde ein kommerziell erhiltlicher monoklonaler
Primarantikorper (PAF  Receptor Monoclonal Antibody; Cayman Chemical)
verwendet. Als Detektionsmethode wurde die ABC-Methode angewendet. Mit dem in
der Literatur (TIEMANN et al.,, 2001) angegebenem polyklonalen Primirantikorper
(PAF Receptor Polyclonal Antibody, Cayman Chemical) konnten in der
Rinderplazenta keine spezifischen Signale erzielt werden. Die Sperzifitit des

monoklonalen Antikérpers wurde mittels einer Isotypenkontrolle abgesichert.

Das Protein der PAF-AH konnte erstmals mit einer Immunhistochemie nachgewiesen
werden. Hierfir wurde ein polyklonaler Antikérper (Cayman Chemical) verwendet, der
mit Hilfe der APAAP-Methode detektiert wurde, da diese Methode im Vergleich zur
ABC-Methode deutlichere Signale lieferte. Die Spezifitit dieses AntikOrpers wurde
durch eine Priinkubation des AntikOrpers mit einem spezifischen Blockierungspeptid

Uberprift.

Die Aktivitit der PAF-AH in der Rinderplazenta wurde mit Hilfe eines kommerziell

erhiltlichen Aktivitits-Assays ermittelt. Die gemessenen Werte unterschieden sich im
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Verlauf der Graviditit nicht statistisch signifikant. Die untersuchten Plazentaproben
aus den unterschiedlichen Trichtigkeitsstadien bestanden, wie bereits ausgefiihrt, aus
dem fetalen und maternalen Anteil der Plazenta. Somit konnten keine differenzierten
Aussagen uber die Aktivitit der PAF-AH in den einzelnen Kompartimenten der

Plazenta getroffen werden.

4.2 Expression des PAF-Rezeptors in der bovinen Plazenta

Der PAF-Rezeptor wurde in allen untersuchten Trichtigkeitsstadien der bovinen
Plazenta auf mRNA- sowie auf Proteinebene nachgewiesen. Die mRNA und das
Protein waren in den gleichen Zellpopulationen kolokalisiert. Damit ist sichergestellt,
dass die spezifische mRNA des PAF-R auch in das Rezeptorprotein translatiert wurde.
Die Existenz des PAF-R ldsst darauf schlieBen, dass der Ligand fir diesen Rezeptor,
das Phospholipid PAF, ebenfalls wihrend der gesamten Graviditit in der
Rinderplazenta vorhanden ist, denn im Allgemeinen werden Rezeptoren nicht ohne die
Existenz ihrer Liganden und somit funktionslos in einem Gewebe exprimiert. Das
Vorhandensein des PAF-R erlaubt eine biologische Aktivitit von PAF in der Plazenta
wihrend der gesamten Graviditit. Da der PAF-R nur PAF spezifisch binden kann
(ISHII et al.,, 2002), kommen ihnliche Phospholipide als Bindungspartner nicht in

Betracht.

Funktionelle Differenzierung der Trophoblastriesenzellen

Im Bereich des Chorionepithels war auffillig, dass die Expression des PAF-R auf die
TGC beschrinkt war und die positiven Signale abhingig von der Gré3e und somit
dem Reifungsgrad der TGC waren. Nur die unreifen TGC exprimierten den PAF-R. Je
groBBer und somit auch reifer die TGC waren (WIMSATT, 1951; KLISCH et al.,
1999a), desto geringer war die mRNA- bezichungsweise die Proteinexpression. Dieses
ist ein Hinweis auf das Vorkommen von reifungsabhingigen Funktionsstadien der
TGC. Aus diesen Beobachtungen lisst sich weiterhin schlieBen, dass PAF seine
Wirkung auf unreife, nicht migrierende TGC autokrin und/oder parakrin vermittelt.

Ein autokriner Einfluss von PAF auf Trophoblastzellen wurde nach SPINKS et al.
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(1990) bei Studien mit murinen Embryonen nachgewiesen. Diese Autoren konnten die
autokrine Regulation von PAF auf den Trophoblasten erst nach dem
Blastozystenstadium, also wahrend des beginnenden Auswachsens des Trophoblasten
bei der Implantation, aufzeigen. PAF ist nach Ansicht dieser Arbeitsgruppe fir die
Ausbildung eines invasiven Trophoblasten von Bedeutung. Daher ist es auch denkbar,
dass PAF bei der Entwicklung der bovinen TGC zu migrierenden adulten Zellen eine
Rolle spielt, also auf die Programmierung der TGC hin zur Invasivitit einwirkt. PAF,
welches von humanen Embryonen synthetisiert wird, zeigt ebenfalls einen autokrinen
stimulierenden Effekt auf den embryonalen Stoffwechsel und die Uberlebensrate der
Embryonen (O'NEILL, 2005). Dagegen wurde bei den gleichen Untersuchungen
festgestellt, dass das endometrial produzierte PAF keinen Finfluss auf Embryonen hat.
Die autokrine Sekretion von Wachstumsfaktoren spielt ebenfalls bei bestimmten
Tumoren eine wichtige Rolle. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass bestimmte
Mammakarzinomzellen in groBer Menge den insulin-like growth factor I abgegeben,
der auf die Tumorzellen proliferationsférdernd wirkt (LOFFLER und PETRIDES,
1997b). Moglich ist aber auch eine autonome Funktion der unreifen TGC, die mit dem
Eintreten eines bestimmten Reifungsgrades der TGC endet und im Zusammenhang
mit Wachstumsvorgingen steht. Bei Untersuchungen zur Bedeutung von PAF bei
Wachstumsprozessen zeigte sich, dass PAF nicht selbst, sondern tiber die Regulation
weiterer Wachstumsfaktoren eingreift (siche unten). In reifen TGC des Rindes wurde
der PAF-R nicht gefunden. Daher kann man davon ausgehen, dass PAF ab einem
bestimmten Differenzierungsstadium tber die Bindung an seinen Rezeptor keinen
Einfluss mehr auf diese Zellen nehmen kann und damit wahrend der Migration dieser
Zellen selbst keine Bedeutung hat. Im maturen Zustand wandern die TGC in das
maternale Epithel ein und fusionieren dort mit einzelnen Epithelzellen (WOODING,
1982a). Den reifen TGC wird dabei eine Transportfunktion von Hormonen, wie
beispielsweise dem plazentaren Laktogen, vom fetalen in das maternale Kompartiment
zugesprochen (WOODING, 1992). Weiterhin wurden andere Wachstumsfaktoren, wie
Mitglieder der fibroblast growth factor (FGF)- und der vascular endothelial growth
factor (VEGF)-Familie in bovinen TGC beschrieben (PFARRER et al, 2005a;
PFARRER et al., 2005b), tiber die die TGC Signalketten potentiell initiileren kénnen.
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Welche spezifischen Funktionen die TGC allerdings im Laufe ihrer Entwicklung sowie
im maturen Zustand erfillen, muss durch weitergehende Untersuchungen geklirt

werden.

Angiogenese im weiblichen Reprodufktionstrakt

Der PAF-R wurde in der Rinderplazenta im fetalen und maternalen Epithel lokalisiert.
Weiterhin war auffillig, dass der Rezeptor von Beginn der Graviditit bis zur Geburt in
der gesamten Plazenta, aber vor allem im Bereich der Wachstumszone nahe der
Chorionplatte, im Endothel fetaler und maternaler Gefille exprimiert wurde. Die
Tatsache, dass PAF aufgrund seiner Wirkungen in die Gruppe der Angiogenese-
faktoren eingeordnet wird (BUSSOLINO et al., 1996), lisst den Schluss zu, dass PAF
auch in der bovinen Plazenta eine Rolle bei der Angiogenese spielt. Die Expression des
PAF-R im Endothel der plazentaren Gefille ist ein direkter Anhaltspunkt fur diese
These. Aber auch das Vorhandensein des Rezeptors im Karunkel- und Chorionepithel
konnte hierfiir sprechen. Moglich ist ein parakriner Einfluss von PAF auf das
»Zielgewebe Blutgefdll. Ausgehend von der Bindung des Phospholipids an seinen
Rezeptor im Epithel ist es denkbar, dass durch die sich anschlieBende Signalkaskade
Faktoren aktiviert werden, die das Blutgefilwachstum stimulieren. Im Zusammenhang
mit den Untersuchungen von PAF bei Angiogenesevorgingen wurde festgestellt, dass
PAF bei der Extravasation von Endothelzellen, also bei der Migration dieser Zellen
beteiligt ist (BUSSOLINO et al., 1996). Auch Untersuchungen zum Tumorwachstum
zeigten, dass PAF bei der Vaskularisierung durch auswandernde Endothelzellen
beteiligt war (MANNORI et al., 2000). Anhand neuerer Studien mit humanen
Prostatakarzinomzellen wurde nachgewiesen, dass PAF durch die Aktivierung der
Matrix-Metalloproteinase 2 die extrazellulire Matrix der Gefil3e abbaut und somit zur
Migration und Invasion der Endothelzellen als ein pro-angiogenetischer Faktor
beteiligt ist (AXELRAD et al., 2004). Angiogenese ist essentiell fiir Wachstum und
Entwicklung in einem Organismus, daher wird sie in adulten Geweben/Organismen
unter physiologischen Verhiltnissen nur in einem sehr geringen Ausmal3 beobachtet.

Dagegen sind angiogenetische Vorginge ausgeprigt bei Wundheilung und
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pathologischen Prozessen wie Tumorwachstum, Retinopathien oder rheumatoider
Arthritis, und in Organen, die ein periodisches Wachstum und Regression aufweisen,
wie im weiblichen Reproduktionstrakt (REYNOLDS et al., 1992). Hierzu gehért auch
die Plazenta, denn kein anderes Organ im adulten Organismus von Mensch und Tier
zeigt, vor allem in einer so kurzen Zeitspanne, eine so enorme Groflenzunahme wie
der Uterus und insbesondere die Plazenta im Verlauf einer Graviditit. Die Plazenta
eignet sich aus diesem Grund vorziglich als Modell zur Untersuchung der

Angiogenese bei physiologischen, aber auch bei pathologischen Prozessen.

Gemessen an der Grofle und dem Gewicht der Plazenta, zihlt die Plazenta zu den
Geweben, die den hochsten Blutdurchfluss aufweisen (FORD et al, 1982). Bei
Untersuchungen von 2 vitro Angiogenesevorgingen bei Mausen konnte nachgewiesen
werden, dass PAF in der Lage ist, die Synthese von einigen Angiogenesefaktoren zu
induzieren. Zu diesen Faktoren zahlen beispielsweise der basic fibroblast growth factor
(bFGF), Interleukin la, tumor necrosis factor « und der vascular endothelial growth
factor (VEGF) (KO et al., 2002). VEGF wurde erfolgreich in der bovinen Plazenta
nachgewiesen (PFARRER et al., 2005b). Bemerkenswert ist, dass die Rezeptoren von
VEGF ebenso wie die von PAF im GefiBlendothel der Rinderplazenta gefunden
wurden. Moglich wire daher eine Interaktion von PAF mit VEGF bei der bovinen
plazentaren  Angiogenese. VEGF wurde bereits bei Untersuchungen an
Plazentagewebe von Mensch, Schaf, Schwein und Maus im Zusammenhang mit
angiogenetischen Prozessen beschrieben (CHARNOCK-JONES et al, 1994;
CHEUNG et al, 1995, CHARNOCK-JONES et al, 2001; REYNOLDS und
REDMER, 2001; HIRASHIMA et al, 2003). Beziiglich des potentiellen
Zusammenspiels von PAF und VEGF konnte in einer Studie an humanen
Endothelzellen mit Hilfe von Antagonisten gezeigt werden, dass PAF tber die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kappaB auf den Angiogenesefaktor VEGF
stimulierend einwirkt (KO et al,, 2002). Eine Interaktion von PAF mit anderen
Angiogenesefaktoren wurde bislang in der Literatur nicht beschrieben. Die Art der
Beteiligung von PAF bei der Gefillbildung in der bovinen Plazenta muss iber

weitergehende Untersuchungen geklirt werden. Da Angiogenesefaktoren durch ihre
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gefif3bildungsfordernde Wirkung auch der Gruppe der Wachstumsfaktoren angehéren,

wird diese Thematik spiter noch einmal aufgegriffen (siche unten).

Plazentares Wachstunm:

Die Plazenta ist bei adulten Tieren das einzige Organ, das innerhalb eines relativ
kurzen Zeitraumes neu gebildet wird und einem stindigen Wachstums-
beziehungsweise Umbauprozess unterliegt. Mit dem Wachstum des Fetus steigt auch
der Bedarf an Sauerstoff und Nihrstoffen, der von der Mutter bereitgestellt wird.
Dieser Austausch verlduft in der Rinderplazenta iber die Kontaktzone zwischen
maternalem und fetalem Epithel. Somit ist es zwingend notwendig, dass diese
Kontaktzone wihrend der Graviditit eine stindige Vergroflerung erfihrt. In der
vorliegenden Studie war die Signalstirke der mRNA- und Proteinexpression des PAF-
Rezeptors im maternalen Epithel der Rinderplazenta geringer ausgeprigt als in den
TGC. Allerdings bleibt in den letzten Monaten der Trichtigkeit das Wachstum der
Kotyledonen deutlich hinter dem Wachstum der Karunkeln zurtiick (FERRELL, 1991).
Bei Untersuchungen an bovinen Plazentomen wurde diese These anhand des
Nachweises des Proliferationsmarkers Ki67-Antigen bestitigt (SCHULER, 2000). Das
Stroma der Chorionzotten zeigte eine Abnahme der Proliferation ab dem 150.
Trichtigkeitstag. Die Expression des Ki67-Antigens war im Karunkelepithel deutlich
héher als in den tbrigen Anteilen des Plazentoms (SCHULER, 2000). Somit untetliegt
das maternale Epithel einer hoheren Proliferations- und Erneuerungsrate als das fetale
Epithel. Ein Grund fir die stirkere Expression des PAF-R im fetalen Kompartiment
im Vergleich zum maternalen Anteil der Plazenta konnte sein, dass das Signal zum
Wachstum der Plazentome hauptsichlich vom Fetus ausgeht, und dass PAF bei dieser
Signaliibertragung beteiligt ist. Denkbar ist ein parakriner Einfluss des fetalen PAF auf
die maternalen Karunkelepithelzellen sowie die Kapillarendothelien tiber die Bindung
von PAF an den fetalen PAF-R, die anschlieBende Signalkaskade konnte positiv auf die
Expression des maternalen PAF-R Einfluss nehmen. Hinweis hierfir ist die
unterschiedliche GroBlenverteilung der Plazentome im graviden Uterus. Die Karunkeln

und somit auch die Plazentome sind im mittleren Bereich des Fruchtsackes, also in der
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nahen Umgebung des Fetus und der Aus- und Eintrittsstelle der Nabelgefil3e, groB3er
als die Plazentome an den Fruchtsackenden (BJORKMAN, 1954). Fetal gebildetes
PAF konnte allein oder im Zusammenwirken mit anderen Wachstumsfaktoren tiber
den Blutweg das Wachstum der Plazentome stimulieren. Dies wire ein Grund, warum
die Plazentome, die am weitesten vom Nabelstrang entfernt liegen, die geringste GroB3e

aufweisen.

Im Bereich der Chorionplatte wurde wihrend der Graviditit ein leicht verindertes
Expressionsmuster im Vergleich zum zentralen Plazentom beobachtet. Die
Chorionplatte ist die Kontaktzone zwischen maternalen Septenspitzen und fetalem
Epithel, also der fetalseitige dulere Rand der Plazentome. Bemerkenswert ist an den
Karunkelseptenspitzen, dass neben dem Epithel auch das Stroma und vor allem die
maternalen Kapillarendothelien in diesem Bezirk eine deutlichere Firbung fir den
PAF-R, verglichen mit dem Bild im Zentrum des Plazentoms, zeigten. Dies ldsst sich
dadurch erkliren, dass die maternalen Septenspitzen die Wachstumszonen im
Plazentom darstellen (PFARRER et al., 2005a). In den letzten Monaten der Graviditit
ist vor allem der maternale Teil der Plazenta an der GroéBenzunahme beteiligt
(FERRELL, 1991). Die Tatsache, dass der PAF-R in den Gefi3endothelien, aber auch
im Karunkelepithel im Bereich der maternalen Septenspitzen sehr deutlich exprimiert
wurde, spricht fir einen auto- beziechungsweise parakrinen Einfluss von PAF auf das
Gefilwachtum, da der Vorgang der Angiogenese die Voraussetzung fir ein
vermehrtes Gewebewachstum ist (FOLKMAN und SHING, 1992; RISAU, 1997). In
diesem Bereich der Septenspitzen beeinflusst PAF moglicherweise als Wachstums- und

Angiogenesefaktor gezielt das maternale Kompartiment.

Ein verindertes Expressionsmuster des PAF-R im Verlauf der Graviditit des Rindes
lie3 sich mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht nachweisen. Jedoch
zeigte sich bei Plazentomen, die unmittelbar vor der Geburt gewonnen wurden, dass
nunmehr die Signale nicht mehr im Chorionepithel zu sehen waren, sondern im
maternalen Stroma. Diese Lokalisation entspricht den Verhaltnissen bei nicht-graviden
Rindern wihrend des Zyklus, bei denen der PAF-R in Stromazellen des Endometriums

lokalisiert wurde (TIEMANN et al, 2001). Die gezeigten Verinderungen des
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Expressionswechsels des PAF-R, die sich kurz vor der Geburt einstellten, sprechen
somit fir die Vorbereitung des Uterus auf eine Riickbildung in den nicht tragenden
Zustand. Bei Untersuchungen am menschlichen Endometrium wurde PAF als ein
angiogenetischer Faktor bei der Regeneration des Endometriums nach dem Zyklus
beschrieben (AHMED et al., 1998). Die postpartale Regression des Uterus und der
Karunkeln nach der Geburt erfordern Gewebsumbildungen, die eine verinderte
Durchblutung des Gewebes nach sich ziechen (REYNOLDS et al, 1992).
Moéglicherweise tibernimmt PAF auch hierbei eine regulierende Rolle. Dafiir spricht
der Wechsel der PAF-R-Expression kurz vor der Geburt ins maternale Stroma, dem
verbleibenden Anteil der Plazenta nach Abgang der Nachgeburt. Dieser
Expressionswechsel in das maternale Stroma kénnte auch im Zusammenhang mit der
Wehentitigkeit stehen, da PAF die kontraktile Aktivitit des Myometriums steigern
kann (MATSUBARA et al., 1997). Im maternalen Stroma ist zum Ende der Graviditit
eine erhohte Proliferation zu beobachten, die im Zusammenhang mit der
Verbreiterung der maternalen Septen, die sich vor der Geburt einstellt, gesehen wird
(WOICKE et al,, 1986; SCHULER, 2000). Moglicherweise tbernimmt PAF zum
Gravidititsende hin die Funktion als wachstumsférdernde Substanz nicht mehr im
Epithel sondern im proliferierenden maternalen Stroma. Der Expressionswechsel
konnte darauf hindeuten, dass PAF fiir Prozesse verantwortlich ist, die die Plazenta auf

die Geburt und fur den Zeitraum danach vorbereiten.
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Interaktion von PAF mit Wachstumsfaktoren

PAF wurde in mehreren Studien im Zusammenhang mit Wachstumsfaktoren, wie
beispielsweise dem vascular endothelial growth factor (VEGF), beschrieben. In der
Rinderplazenta wurde VEGF mit seinen Isoformen und den dazugehorigen
Rezeptoren nachgewiesen (PFARRER et al,, 2005b). VEGF und seine spezifischen
Rezeptoren zeigten sich wie PAF hauptsichlich im Karunkelepithel und in den fetalen
Trophoblastzellen. Die Arbeitsgruppe von AHMED et al. (1998) konnte nachweisen,
dass PAF bei der Synthese von VEGF im Endometrium des Menschen wihrend des
Zyklus  stimulierend eingreifen kann. Bei Angiogeneseassays mit humanen
Endothelzellen ergab die Zugabe von PAF eine dosisabhingige, signifikante Erhdhung
der VEGF-Konzentration (MA et al., 2004). Aus diesen Beobachtungen heraus ist es
denkbar, dass PAF beim plazentaren Wachstum des Rindes im Zusammenspiel mit
diesem Wachstumsfaktor regulierend eingreift, moglicherweise ebenfalls iiber eine
Stimulierung der VEGF-Synthese wie sie im menschlichen Endometrium beschrieben
wurde (AHMED et al, 1998). Ein weiterer wichtiger Wachstumsfaktor ist der
fibroblast growth factor (FGF). FGF wurde erfolgreich im maternalen und fetalen
Anteil der Rinderplazenta nachgewiesen (PFARRER et al., 2005a). FGF verhilt sich in
der Rinderplazenta dhnlich wie PAF. FGF1, FGF2, FGF7 sowie die FGF-Rezeptoren
werden ebenfalls in Trophoblastriesenzellen exprimiert, weiterhin kommt es auch bei
diesen Mitgliedern der FGF-Familie zum Zeitpunkt der Geburt zu einem Wechsel der
Expression vom Chorionepithel hin zum maternalen Stroma. Diese Tatsache lésst
vermuten, dass PAF und FGF in ihrer Wirkung in der Plazenta des Rindes eng
zusammenhangen. Bei 7z vitro Untersuchungen an Endothelzellen der humanen
Nabelschnur (HUVEC-Zellen, engl. human umbilical vein endothelial cells) zeigte sich,
dass ein PAF-R-Antagonist das Wachstum dieser Zellkulturen signifikant hemmen
kann (DEO et al., 2002). Die Autoren gehen davon aus, dass PAF in die FGF-
Signalkaskade als ein ,,second messenger® involviert ist. REYNOLDS und REDMER
(1995) wiesen FGF im Endometrium des Schafes nach. In nachfolgenden Studien
dieser Arbeitsgruppe wurden die Wachstumsfaktoren VEGF und FGF gemeinsam in

der ovinen Plazenta detektiert und in Zusammenhang mit der plazentaren Angiogenese
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geschen (REYNOLDS und REDMER, 2001). Ob PAF, FGF und VEGF bei
Wachstumsvorgingen in der Plazenta des Rindes interaktiv agieren, muss durch

weitergehende Untersuchungen geklirt werden.

Hormonelle Regulation von PAF

Weitere wichtige Wachstumsfaktoren zdhlen zur Gruppe der Hormone, wie
beispielsweise growth hormone (GH) oder die Steroidhormone Ostrogen und
Progesteron. In der bovinen Plazenta konnte GH bislang nicht nachgewiesen werden

(ISHIWATA et al., 2003).

Da PAF aber im weiblichen Reproduktionstrakt verschiedener Spezies gefunden wurde
(BATTYE et al., 1996; MATSUBARA et al.,, 1997; AHMED et al., 1998; CHAMI et
al,, 1999; CHAMI und O'NEILL, 2001), stellte sich die Frage, ob PAF bei den Signal-
und Regulationswegen der Steroidhormone beteiligt ist oder von diesen reguliert wird.
Bei vergleichenden Untersuchungen am bovinen Endometrium am Tag 20 des Zyklus
sowie am selben Tag eines frithgraviden Uterus wurden immunhistologisch
Unterschiede in der Expression des PAF-R festgestellt (TIEMANN et al., 2001). Im
Endometrium der frithen Graviditit zeigte sich ein deutlich intensiveres Signal als im
Endometrium  zum Zeitpunkt des Zyklusendes. Die Autoren gehen von einer
Regulation des PAF-R durch Progesteron oder durch PAF selbst aus. Zur Abklirung
dieser Hypothese verwendete diese Arbeitsgruppe Endometriumsexplantate von
ovariektomierten Kiihen, die sie in der Kultur mit Progesteron, Ostrogenen oder PAF
behandelten (TTEMANN et al., 2005). Bei Stimulation der Explantate mit Progesteron
wurde ein messbarer Anstieg der PAF-R-Expression auf mRNA-Ebene festgestellt.
Die Zugabe von exogenem PAF bewirkte in der Explantat-Kultur keine
Expressionsinderung des PAF-R. Dieses Resultat korreliert mit den Beobachtungen
von CHAMI et al. (1999), die zeigten, dass PAF nur in Anwesenheit von Progesteron
und Ostrogen am ovinen Uterus seine Wirkung (iiber seinen Rezeptor) entfalten kann.,
Die Gruppe von TIEMANN et al. (2005) konnte keinen Einfluss von Ostrogenen auf

die Expression des PAF-R beim bovinen Endometrium 7z vitro feststellen. Dagegen
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sprechen die Untersuchungen an kultivierten humanen Endometriumszellen, bei denen
eine Steigerung des PAF-induzierten intrazelluliren Kalziumeinstroms durch
Ostrogene beobachtet wurde (SATO et al, 1996). Studien zur Interaktion der
Steroidhormone Ostrogen und Progesteron mit PAF in der Plazenta sind nicht
bekannt. Denkbar ist, dass PAF in der bovinen Plazenta tiber Progesteron, aber auch
tiber Ostrogene reguliert wird. Hierfiir spricht der Expressionswechsel des PAF-R zum
Zeitpunkt des Geburtseintritts, da hier die Progesteronphase der Graviditit in die
Ostrogenphase der Geburt tiberwechselt. Aus diesen Beobachtungen heraus wire es
moglich, dass Progesteron bei der Regulation der PAF-R-Expression im fetalen
Kompartiment dominiert, die Ostrogene vor allem die Expression des Rezeptors kurz
vor der Geburt im maternalen Anteil der Plazenta regulieren. AuszuschlieBen ist daher
nicht, dass PAF als Mediator fiir die Ubertragung der Wirkungen der Steroidhormone

im weiblichen Reproduktionstrakt auftritt.

4.3 Bedeutung der PAF-Azetylhydrolase in der Rinderplazenta

Die verschiedenen Isoformen der PAF-Azetylhydrolase wurden in der bovinen
Plazenta erfolgreich nachgewiesen. Die Tatsache, dass die mRNA und das Protein der
PAF-AH in denselben Zellen kolokalisiert war, spricht fur eine zeitnahe
Proteintranslation der detektierten mRNA. Erstmalig gelang der immunhistochemische
Nachweis des PAF-AH-Proteins mit einem kommerziell erhaltlichen polyklonalen
Antikérper (PAF Acetylhydrolase [human]| Polyclonal Antiserum; Cayman Chemical),
der gegen humane PAF-AH generiert wurde, fiir den aber eine Kreuzreaktion mit der
bovinen PAF-AH laut Hersteller angegeben wird. Die Aminosiuresequenz des
humanen Peptids, das als Antigen bei der Herstellung des Antikérpers eingesetzt
wurde, ist zu 64 % identisch zur korrespondierenden bovinen Peptidsequenz

(TJOELKER et al., 1995b).

Im Verlauf der Graviditit wurde PAF-AH hauptsichlich in den Trophoblast-
riesenzellen sowie in maternalen Karunkelepithelzellen detektiert. Beim Protein-
nachweis mit der Immunhistochemie zeigten sich sehr deutliche rote Signale im
Zytoplasma der TGC, die Signalintensitat im maternalen Epithel war deutlich geringer.

Geht man davon aus, dass die Farbintensitit der Signale in etwa mit der vorhandenen
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Proteinmenge korreliert, sind es vor allem die TGC, die fir den Abbau von PAF
verantwortlich sind. Die PAF-AH fungiert als ,,signal terminator®, dies bedeutet, dass
PAF in der Anwesenheit der PAF-AH seine biologische Aktivitat verliert (BAZAN,
1995). Auf diese Weise sind die TGC moglicherweise in der Lage, tiber die PAF-AH
die Menge des Wachstumsfaktors PAF in der Rinderplazenta zu kontrollieren. Der
fetale Anteil der Plazenta kénnte Gber diesen Weg ein tberschieSendes Wachstum der
Plazenta und somit eine zu hohe Versorgungsrate an Nihrstoffen, die in einem
embryonalen Riesenwuchs enden wiirde, selbst verhindern, indem die fetalen
Epithelzellen direkt in den Stoffwechsel von PAF involviert sind. Bekannt ist allerdings
auch, dass PAF, welches vom humanen Embryo selbst gebildet wird, weitgehend
resistent gegeniiber der PAF-AH ist (O'NEILL, 2005). Somit kann es zu einer
Akkumulation des embryonalen PAF im Embryo kommen. Dieses Phinomen muss
gesondert von den Verhiltnissen in der bovinen Plazenta betrachtet werden, da im
Rahmen der vorgestellten Arbeit nachweislich PAF-AH-Protein in den TGC detektiert

wurde, welches moglicherweise auto- oder parakrin auf die Plazenta einwirkt.

Bei Plazentomen, unmittelbar vor dem Geburtseintritt, kam es zu einem ,,Wechsel*
der PAF-AH-Expression in das Karunkelepithel und in das maternale Stroma. Dieser
Lokalisationswechsel spricht fiir eine spezifische Funktion von PAF wihrend der
Geburt des Rindes. Eine Beteiligung von PAF bei der Geburt wurde erstmals bei
Frauen beschrieben, bei denen die Wehentitigkeit bereits eingesetzt hatte (BILLAH et
al., 1985). In der Amnionflissigkeit wurde bei diesen Frauen ein erhohter PAF-Spiegel
im Vergleich zu Frauen, die sich zu einem dhnlichen Schwangerschaftszeitpunkt ohne
Wehentatigkeit befanden, gefunden. Bei Untersuchungen an Ratten wurde dieses
Phinomen in Zusammenhang mit einem erhOhten Ostrogenspiegel gesehen, da eine
Ostrogenbehandlung bei graviden Ratten zu einem Abfall der Aktivitit der PAF-AH
fihrte (YASUDA et al., 1996). In der Folge verlingerte sich die PAF-Aktivitit durch
den Wegfall des PAF-Abbaus, was bei Ratten in einem erhohten Anteil an
Frihgeburten resultierte (YASUDA et al, 1996). Die PAF-AH wurde im
Reproduktionstrakt von Ratten sehr genau erforscht (MATSUBARA et al., 1997). Da

die Ratte zu den hidmochorialen Plazentationstypen zihlt, beziehen sich die
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Untersuchungen der Plazenta allerdings nur auf den fetalen Anteil. Hierbei stellten die
Autoren fest, dass sich das Verhiltnis von PAF zur PAF-AH in der Plazenta
spiegelbildlich zu deren Verhiltnis im Uterus verhilt. Die Aktivitit von PAF steigt
kurz vor der Geburt im Uterus der Ratte an, wihrend sie in der Plazenta zeitgleich
absinkt. Als Grund hierfiir wird eine Beteiligung von PAF bei der Uteruskontraktion
der Wehen vermutet. Fine niedrige PAF-Aktivitit in der Plazenta wird im
Zusammenhang mit der Regulation des Blutdrucks gesehen, da eine hohe PAF-
Aktivitat einen niedrigen Blutdruck verursachen wirde. Ein niedriger Blutdruck wire
vor der Geburt nicht erwiinscht, da der Nihrstoffbedarf des Fetus zu diesem
Zeitpunkt besonders hoch ist und dieser Bedarf nur mit einem ausreichend hohen
Blutfluss gewihrleistet ist. Zu diesen Beobachtungen passt auch die Tatsache, dass sich
die PAF-AH-Aktivitit im Geburtsgeschehen kontrovers zur PAF-Aktivitit verhalt: im
Uterus zeigt sich eine geringe PAF-AH-Aktivitit, wihrend diese in der Plazenta
ansteigt (MATSUBARA et al, 1997). Eine ihnliche Verteilung wurde, wie oben
erwahnt, auch in der Plazenta des Rindes beobachtet. Im fetalen Anteil der Plazenta
war kurz vor der Geburt keine PAF-AH-Expression zu erkennen, wihrend es im
maternalen Stroma zu einer deutlichen Zunahme der Signale kam. Damit wiren auch
tir PAF in der epitheliochorialen Plazenta des Rindes vergleichbare Mechanismen im

Dienste der Blutdruck- und Wehenregulation denkbar.

Miigliche Sekretionswege des Autakoids PAF

Da bislang nicht bekannt ist, welche Zellen in der bovinen Plazenta PAF
synthetisieren, kommen theoretisch alle bekannten Wirkungsrichtungen in Betracht:
parakrine, juxtakrine, endokrine sowie die interne und externe autokrine Wirkung. Ein
Versuch der Eingrenzung erfolgt tber die Klassifizierung von PAF als ,autacoid*
(TJOELKER et al., 1995b). Autakoide sind, laut Definition, organische Substanzen,
die in einem Teil eines Organismus produziert werden und tiber Blut oder Lymphe
zum Zielorgan transportiert werden, um dort ihre physiologischen Effekte auszutiben.
Beispielsweise zihlen Hormone in diese Klasse der Autakoide, in den meisten Fillen

wird dieser Begriff aber nur fir Substanzen verwendet, die nicht eindeutig einer
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anderen Klassifikation, wie beispielsweise der Klasse der Peptidhormone, zugeordnet
werden koénnen. PAF ist somit eine Substanz, die hormonihnliche FEigenschaften
besitzt, aber als Phospholipid einer bestimmten Hormongruppe nicht zugeordnet
werden kann. Aufgrund dieser Klassifikation kommt fiir PAF die oben erwihnte
endokrine Sekretion als Wirkungsmechanismus in Frage. Ob dies auch fiir die bovine
Plazenta zutrifft, lieBe sich erst feststellen, wenn bekannt wire, in welchen Zellen und
Organen das plazentar wirkende PAF im Organismus synthetisiert wird. Hierfiir
mussten die Enzyme der PAF-Synthese lokalisiert werden. Bei dem ,,Remodeling-
Syntheseweg® handelt es sich dabei um die Azetyltransferase, fiir den ,,de Novo-
Syntheseweg® spielt die Phosphocholintransferase eine entscheidende Rolle

(PRESCOTT et al., 2000).

Die gezeigten Lokalisationen des PAF-R und der PAF-AH in der bovinen Plazenta
sprechen fir eine Beteiligung von PAF bei Differenzierungsprozessen der
Trophoblastriesenzellen sowie bei Wachstumsvorgingen als ein Faktor, der die
Angiogenese beeinflusst. Der markante Expressionswechsel des PAF-R sowie der
PAF-AH unter der Geburt macht eine Beteiligung von PAF bei geburtsrelevanten
Prozessen, beispielsweise der Wehentitigkeit, moglich. Da das Expressionsmuster
unter der Geburt vergleichbar mit dem des Endometriums von Rind und Mensch im
Zyklus ist (AHMED et al., 1998; TIEMANN et al., 2001), konnte dieser Wechsel aber
auch im Zusammenhang mit der bevorstehenden postpartalen Reprogrammierung des

Uterus stehen.
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5 Zusammenfassung

Platelet-activating factor (PAF) geh6rt der groBen Familie der Wachstumsfaktoren an
und wurde haufig im Zusammenhang mit Angiogenesevorgingen beschrieben. Da sich
die Plazenta besonders gut zum Studium von Wachstums- und Angiogenesevorgingen
eignet, befasst sich diese Arbeit mit der Frage, ob PAF in der bovinen Plazenta, die
sich durch eine eingeschrinkte Invasion von Trophoblastriesenzellen auszeichnet, eine

Rolle spielt.

PAF wurde indirekt tber die Expression des PAF-Rezeptors (PAF-R) sowie die
inaktivierenden ~ PAF-Azetylhydrolasen (PAF-AH) in der bovinen Plazenta
nachgewiesen. Die untersuchten Plazentome aus der Rinderplazenta deckten den
gesamten Zeitraum der Trachtigkeit vom Tag 30 der Graviditit bis unmittelbar vor den
Geburtseintritt ab. Dieses Material wurde parallel schockgefroren bezichungsweise mit
Bouin’scher Losung/Formalin fixiert. Sowohl der PAF-R als auch die PAF-AH-
Isoformen wurden auf mRNA- und Proteinebene mit den Methoden RT-PCR, 7 situ
Hybridisierung und Immunhistochemie erfolgreich nachgewiesen. Fir das Enzym

PAF-AH wurde zusitzlich ein Aktivititsassay durchgefiihrt.

Der PAF-R wurde wihrend der gesamten Graviditit in der bovinen Plazenta
detektiert. Im Verlauf der Graviditit wiesen die unreifen Trophoblastriesenzellen
(TGC) die hochste Expression des PAF-R auf. Je grofler und reifer die TGC wurden,
desto geringer wurde die Expression sowohl der mRNA als auch der des Proteins im
Gewebe. Das Karunkelepithel sowie die Endothelzellen der maternalen und fetalen
Gefille exprimierten ebenfalls den PAF-R, die Expressionsstirke blieb jedoch zu
jedem Zeitpunkt der Graviditit deutlich hinter der der TGC zurick. Dagegen
verschob sich kurz vor dem Eintritt der Geburt die Lokalisation der mRNA wie auch
des Proteins des PAF-R. Zu diesem Zeitpunkt zeigten nur noch wenige unreife TGC
dullerst schwache Signale, wohingegen im maternalen Stroma und hier besonders in
den Endothelien der Gefil3e deutliche Signale in der 7z siz# Hybridisierung und der

Immunhistochemie erfasst wurden.
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Die PAF-Azetylhydrolasen zeigten ein dhnliches Expressionsmuster in der 7z situ
Hybridisierung und der Immunhistochemie wie der PAF-R. Auch hier wurden die
gleichen Unterschiede, wie bei der Untersuchung des PAF-R, beziglich der
Lokalisation der PAF-AH im Verlauf der Trichtigkeit im Vergleich zum Zeitpunkt
kurz vor der Geburt beobachtet. Die mRNA sowie das Protein der PAF-AH waren bei
Plazentomen, die den Zustand wihrend der Graviditit repriasentierten, hauptsichlich
in unreifen TGC lokalisiert. Die Signalintensitit im Karunkelepithel und den
Gefillendothelien war deutlich geringer ausgeprigt. Zum Zeitpunkt kurz vor der
Geburt wurde, wie schon beim PAF-R, ein Wechsel der Signale hin zum
Karunkelepithel und maternalen Stroma beobachtet. Nur noch sehr wenige TGC
zeigten eine schwache Immunreaktion fir PAF-AH, wogegen der Hauptanteil der

mRNA und des Proteins im maternalen Kompartiment zu finden war.

Die Aktivitait des Enzyms PAF-AH zeigte keine statistisch signifikanten
Verinderungen im Verlauf der Graviditit des Rindes. Hierbei ist aber zu beachten,
dass die eingesetzten Proben aus ganzen Plazentomen bestanden, die Untersuchung
also mogliche Verschiebungen der Aktivitit zwischen den einzelnen Kompartimenten
nicht erfasste. Wie oben beschrieben kommt es zu einem Wechsel der Expression der
PAF-AH kurz vor der Geburt in das maternale Kompartiment, aus diesem Grund ist
es wahrscheinlich, dass die PAF-AH-Aktivitit im fetalen Anteil der Plazenta zur
Geburt hin abnimmt, im maternalen Anteil im entsprechenden Mal3 ansteigt und daher
die Gesamtaktivitit dieses Enzyms im Vergleich zu den Werten wihrend der

Graviditit keinen messbaren Verinderungen unterliegt.

Der PAF-R sowie die PAF-AH konnten erfolgreich in der Rinderplazenta lokalisiert
werden. Daher kann man sicher davon ausgehen, dass auch PAF in der bovinen
Plazenta vorhanden ist. Die spezifische Lokalisation des PAF-R und der PAF-AH in
den unreifen TGC ldsst den Schluss zu, dass PAF moglicherweise eine Rolle im
Rahmen der Entwicklung und Differenzierung der TGC spielt. Weiterhin kénnte PAF,
eventuell im Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren, die plazentare
Angiogenese stimulieren und/oder allgemein als Wachstumsfaktor wirken. Der

Wechsel des Expressionsmusters des PAF-R und der PAF-AH in das maternale
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Stroma zum Zeitpunkt des Geburtseintritts konnte ein Anzeichen dafir sein, dass PAF
bei geburtsrelevanten Vorbereitungen der Plazenta, wie der Regulation der

Wehentatigkeit und der postpartalen Regression des Uterus, regulierend mitwirkt.
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6 Summary

Platelet-activating factor (PAF) belongs to the large group of growth factors and is
involved in angiogenic processes. Since the placenta is a fast growing organ it is highly
qualified for studies concerning growth and angiogenesis. The aim of the study was to
determine whether or not PAF could play a role for growth and angiogenesis in the
bovine placenta. Special reference was paid to the phenomenon of the restricted
trophoblast invasion, where migrating trophoblast giant cells (TGC) fuse with uterine

epithelial cells.

PAF action in the bovine placenta was demonstrated indirectly by the detection of the
PAF-receptor (PAF-R) and the PAF-acetylhydrolases (PAF-AH), covering gestational
ages from day 30 until term and immediately prepartum. The tissue samples were
cither fixed with bouin’s solution/formalin or shock-frozen in liquid nitrogen. mRNA
and protein of the PAF-R and PAF-AH were analyzed by RT-PCR, iz situ
hybridization and immunohistochemistry. The PAF-AH activity was additionally

determined with a commercially available assay.

PAF-R was found in the bovine placenta throughout gestation. During gestation the
immature TGC were the cells with the strongest expression of PAF-R. With increasing
maturity, the expression of protein and mRNA of PAF-R in the TGC decreased.
Uterine epithelial cells and endothelial cells of fetal and maternal vessels showed signals
for the PAF-R as well, but the expression was much weaker than in the TGC.
Immediately prepartum the localization of protein and mRNA of PAF-R changed.
Only few TGC remained to produce PAF-R mRNA and protein. In contrast, distinct

signals were seen in cells of the maternal stroma, predominantly in endothelial cells.

The expression pattern of mRNA and protein of PAF-AH was similar to that of the
PAF-R during gestation and immediately prepartum. During gestation mRNA and
protein of PAF-AH were mainly observed in immature TGC and to lesser extent in
maternal epithelial cells and in fetal and maternal vascular endothelium. In placentomes

taken immediately prepartum the expression of PAF-AH switched into the maternal
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stroma and uterine epithelium. Only few TGC were PAF-AH-positive, and the

majority of PAF-AH mRNA and protein was localized in the maternal compartment.

The PAF-AH activity showed no statistically significant changes throughout gestation.
However, it has to be noted that the PAF-AH activity assay was performed with whole
placentomes, and thus included fetal and maternal compartment. Therefore, potential
changes and differences in the degree of the PAF-AH activity between both
compartments of the bovine placenta were not detected. As mentioned above, the
expression of PAF-AH changed its localization from fetal to maternal site of the
bovine placenta at the onset of parturition. So it is possible that the activity in the fetal
compartment decreased to the same extent as the activity increased in maternal part of
the placenta, meaning that the total PAF-AH activity would remain equal throughout

gestation.

PAF-R and PAF-AH were successfully localized in the bovine placenta. Therefore, we
may assume that PAF is also present in the bovine placenta. The specific localization
of PAF-R and PAF-AH in immature TGC suggests a role for PAF in TGC
programming and differentiation. Furthermore, PAF may be implicated in angiogenic
processes on its own or in interaction with other growth factors. The parturition-
related switch to the maternal stroma implies the involvement of PAF in the regulation

of parturition, specifically labor or the postpartum regression of the uterus.
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8 Anhang

8.1 Losungen und Puffer

2%iges APES fiir die Beschichtung der Obijekttrager

APES

Azeton

Objekttriger 20 Sekunden in 2%iger APES-Lésung eintauchen, zweimaliges Waschen

der Objekttrager in Azeton, anschlieBend ein Waschschritt in Aqua dest.. Trocknen der

10 ml
ad 500 ml

Schnitte bei 37 °C uber Nacht.

Bouin’sche Lésung

Gesittigte Pikrinsdure
Formalin (36 %)

Eisessig

Fxierungszeit 24 Stunden.

5 x BlueRun-Puffer
Tris-HCIL, 1 M
EDTA, 0,5 M

Glyzerin
Bromphenolblau
Aqua bidest.

Denhardt’s Reagenz
BSA

Ficoll 400
Polyvinylpyrrolidon
DEPC-Wasser

75 ml
25 ml
5 ml

1,66 ml
9,43 ml
15,63 ml
0,03 ¢

ad 62,5 ml

200 mg
200 mg
200 mg
ad 10 ml
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DEPC-Wasser

Diethylpyrocarbonat 1 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

Gut schiitteln, iber Nacht bei 37 °C inkubieren, anschlieBend autoklavieren.

50%iges Dextransulfat

Dextransulfat 5¢g
DEPC-Wasser ad 10 ml
0,5M EDTA

NaOH-Plitzchen 8¢g
EDTA 744 ¢
DEPC-Wasser ad 400 ml

Den pH-Wert auf 8,0 einstellen.

20%ige Fssigsaure

Eisessig 40 ml
DEPC-Wasser 160 ml

Formamid in feuchter Kammer:

Formamid 100 ml
SSC-Puffer, 20 x 20 ml
DEPC-Wasser 80 ml

Zellstoft fur die feuchte Kammer mit dieser Losung tranken.

0,2%ige Glyzin-L.6sung
PBSM-Puffer, 1 x 100 ml
Glyzin 200 mg
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0,2n HCI

HCIL, 25 % 5,2 ml
DEPC-Wasser 200 ml
LB-Medium

Trypton 10¢g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 10¢g
Aqua dest. ad 1000 ml

Den pH-Wert auf 7,0 mit NaOH einstellen, anschlieBend autoklavieren. Dann 15 g
Agar zugeben.

1 M Levamisol
Levamisol 24 ¢
NTB-Puffer, 1 x 10 ml

Lowry-1.6sung

Na2CO3,2 % in 1 NNaOH 100 ml
CuSO4x 5 H20,0,5 % 1 ml
Na-K-Tartratlosung, 2 % 1 ml

1 M MeoClr-Ldsung
MgCl 81,4 ¢
DEPC-Wasser ad 400 ml

5 x NTB-Puffer

Tris-HCI 060,5¢g
NaCl 202 ¢
Aqua dest. ad 1000 ml

Den pH-Wert auf 9,6 einstellen, 1 ml DEPC-Wasser zufiigen, gut schiitteln, tber

Nacht bei 37 °C inkubieren, anschlieSend autoklavieren.
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4%ige Paraformaldehydlésung
Paraformaldehyd 20¢g

PBSM-Puffer, 1 x 500 ml
Zum Losen auf 60 °C erwirmen. 4 N NaOH zugeben, bis Lésung klar wird.
Den pH-Wert auf 7,0 einstellen.

PBS-Puffer (Stammlésung)

NaCl 41 ¢
Na;HPO4x 2 Hz0 11¢g
KH2PO4 2775 ¢
Aqua dest. ad 1000 ml

Den pH-Wert auf 7,2 einstellen.

PBS-Puffer (Gebrauchslosung)

PBS-Puffer Stamml6sung funffach mit Aqua dest. verdiinnen.

PBSM-Puffer

PBS-Tablette (Sigma, Steinheim) 1
DEPC-Wasser 400 ml
MegCl, 1 M 1 ml

Proteinase K

Proteinase K 10 mg
EDTA-Lé6sung, 0,5 M 100 ul
PBSM-Puffer, 1 x 900 pl

Von dieser Stammlosung (10 pg Proteinase K/ul) wird fiir die Gebrauchslésung (20
ug/ml) je 4 pl aliquotiert und kurz vor Gebrauch auf 2 ml mit PBSM-Puffer aufgefillt.
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10 x TAE-Puffer

Tris 48,4 ¢
Essigsaure 11,4 ml
EDTA, 0,5 M 20 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml

Den pH-Wert auf 8,4 einstellen.

1 x TAE-Puffer

Die Stammlosung 10 x TAE mit Aqua bidest. zehnfach verdinnen.

1 M TBS-Puffer

Tris 121,14 ¢
Aqua dest. ad 1000 ml
Mit HCI auf pH-Wert auf 7,6 einstellen.

0,1 M TBST-Puffer

TBS-Puffer, 1 M 100 ml
NaCl 85¢g
Triton® X-100 1 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

10 x TNMT-Puffer

Tris-HCI 1211 ¢
NaCl 584 ¢
MgClo 417 ¢
Aqua dest. ad 1000 ml

Den pH-Wert auf 7,5 ecinstellen, 1 ml DEPC-Wasser zufigen, gut schitteln, tiber
Nacht bei 37 °C inkubieren, anschlieBend autoklavieren, nach dem Erkalten 5 ml

Triton® X-100 zugeben.
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1 x TNMT-Puffer

Die Stammlosung 10 x TNMT mit Aqua dest. zehnfach verdiinnen.

20 x SSC-Puffer

Natriumzitrat 88,23 ¢
NaCl 175,29 ¢
Aqua dest. ad 1000 ml

Den pH-Wert auf 7,0 einstellen, 1 ml DEPC zufiigen, gut schiitteln, tiber Nacht bei
37 °C inkubieren, anschlieBend autoklavieren.

Die jeweiligen SSC-Verdiinnungen mit DEPC-Wasser herstellen.

Zitratpuffer

Losung A: 0,1 M Natriumzitrat
Natriumzitrat 2941 ¢

Aqua dest. ad 1000 ml

Loésung B: 0,1 M Zitronensaure

Zitronensiure-Monohydrat 21,01 g
Aqua dest. ad 1000 ml

Kurz vor Gebrauch mit Lésung B den pH-Wert von Losung A auf 6,0 einstellen.
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