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Zusammenfassung

Einleitung Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) bilden eine Familie von Lipidkinasen,
welche eine herausragende Rolle u.a. fiir Wachstum, Proliferation und Stoffwechsel von
Zellen spielen. Wihrend die Isoformen p110a und p110B ubiquitidr vorhanden sind, werden
pl10y und p110& vornehmlich in Leukozyten exprimiert. Sie iibernehmen entscheidende
Aufgaben bei der Aktivierung und Migration von Immunzellen.

Wihrend einer Schwangerschaft muss das Immunsystem der Mutter moduliert
werden, damit der Embryo, der genetisch fremdes Material des Vaters enthdlt und Antigene
prasentiert, nicht angegriffen und abgestoen wird. Dieser Modulation liegen verschiedene
Mechanismen zu Grunde, die bisher nur unvollstindig aufgeklart sind. Eine wichtige Rolle
spielen inaktive NK-Zellen (CD16-/CD56+) (P6hlmann et al. 2006), die die Hauptpopulation
von Leukozyten in der Plazenta darstellen, und regulatorische T-Zellen (CD4+/CD25+)
(Zenclussen et al. 2005). Die humorale Abwehr wird intensiviert, es kommt zur vermehrten
Bildung von asymmetrischen Antikdrpern durch B-Zellen, wohingegen die zelluldre Abwehr
(z.B. zytotoxische T-Zellen) vermindert wird (Druckmann und Druckmann 2005). Diese
Immunmodulation wird vor allem durch das weibliche Sexualhormon Progesteron induziert,
welches fiir den Erhalt einer Schwangerschaft unentbehrlich ist.

Es wurde ein Einfluss von Progesteron auf den Phosphorylierungsgrad von Akt/PKB
u.a. in endometrialen Stromazellen nachgewiesen (Toyofuku et al. 2006). Dieser gilt als Mal3
fiir die PI3K-Aktivitit. Ebenso gibt es Hinweise, dass Progesteron iiber MAPK- und PI3K-
Signalwege z.B. die Reifung von Oozyten induziert (Peluso 2006).

Problemstellung Aus diesen Befunden entstand die Frage, ob PI3K in Leukozyten
wiahrend der Schwangerschaft reguliert werden und an der beschriebenen Immunmodulation
beteiligt sind. Dieses Projekt ist eine Pilotstudie, in deren Rahmen erste Daten zu dieser
Fragestellung gesammelt werden sollten.

Material und Methoden Es wurden drei verschiedene Untersuchungsansitze
verfolgt:

1.  Untersuchung der PI3K-Expression in der Milz als lymphatisches Organ

wihrend der Graviditiat im Mausmodell;

2. Analyse menschlicher Leukozyten aus Blutproben, die von schwangeren und

nicht schwangeren Frauen gewonnen wurden;

3. in vitro-Untersuchung eines moglichen Einflusses von Progesteron auf die

PI3K-Expression einer monozytischen und einer T-Zelllinie.
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Der Einfluss von Progesteron wurde durch Stimulation der Zelllinien mit unterschiedlichen
Hormonkonzentrationen iiber einen Zeitraum von 14 Tagen gepriift. Mit zwei unabhingigen
Methoden, Western Blotting und RT-PCR, wurden die vorliegenden Proben auf Protein- und
mRNA-Gehalt der PI3K untersucht (von den Zellkulturproben wurden nur Western Blots
angefertigt).

Ergebnisse Es zeigte sich in den Untersuchungen der humanen Proben fiir die Isoform
pl110a eine verminderte Expression im Verlauf der Schwangerschaft. Die anderen Isoformen
pl10B, vy und o zeigten sowohl bei den humanen als auch bei den murinen Proben keine
deutliche Verdnderung. Bei beiden Untersuchungsgruppen konnte eine leichte Verminderung
der Akt-Phosphorylierung beobachtet werden, welche als Indikator fiir eine verringerte PI3K-
Aktivitit dient.

In den durchgefiihrten Zellkulturexperimenten konnte fiir pllOo eine
Expressionsminderung in beiden untersuchten Zelllinien unter Zusatz von CS-FCS bei 10 uM
Progesteron-Konzentration an Tag 14 und bei Jurkat-Zellen auch an Tag 7 der Stimulation
gezeigt werden. Eine verringerte Expression lieB sich auch fiir p110y in U937-Zellen nach
14 Tagen Progesteron-Stimulation beobachten. Die anderen Isoformen blieben in ihrer PI3K-
Expression nahezu unverandert.

Schlussfolgerung Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten erstmals eine selektive
Expressionsminderung von p110a in humanen Leukozyten im Verlauf der Schwangerschaft
und in Zelllinien nach Stimulation mit Progesteron zeigen. Es ist denkbar, dass in plazentaren
Leukozyten weitere Verdnderungen in der Regulation der PI3K auftreten. Weiterfithrende
Studien zur Klidrung dieser Frage und zur Untersuchung von Regulationsmechanismen sind

erforderlich.
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1 Einleitung

1.1 Phosphatidylinositol-3-Kinasen

Die Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) stellen eine Familie von Lipidkinasen dar, die in
Zellen eine herausragende Rolle u.a. fiir Wachstum, Proliferation und Stoffwechsel spielen.
Sie katalysieren die Phosphorylierung von Phospholipiden an der 3-Position des
Inositolringes (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat [PI-(4,5)-P;] wird Zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat [PI-(3,4,5)-P3] phosphoryliert) (Fruman et al. 1998).
Zusatzlich zur Phosphorylierung von Lipiden konnte fiir PI3K auch eine Aktivitdt als
Proteinkinase festgestellt werden (Dhand et al. 1994, Bondeva et al. 1998, Stoyanova et al.
1997). Diese Aktivitit dient einerseits der Aktivierung z.B. des MAPK-Signalweges
(Bondeva et al. 1998) und andererseits der Autoregulation (Dhand et al. 1994,
Vanhaesebroeck et al. 1999). Die Familie der PI3K wird in verschiedene Klassen unterteilt
(Wymann und Pirola 1998, Fruman et al. 1998). Eigenschaften und Funktionen von Klasse II
und IIT PI3K sind im Vergleich zur Klasse I nur wenig erforscht. Klasse II PI3K spielen u.a.
eine Rolle bei der Kontraktion von glatten GefaBmuskelzellen (Wang et al. 2006) und bei der
Vermittlung von Signalen nach Aktivierung von Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren (Arcaro
et al. 2000). In Trypanosoma cruzi wird der Klasse III PI3K (TcVps34) u.a. eine Funktion bei
der Osmoregulation zugeschrieben (Schoijet et al. 2008).

In dieser Arbeit soll es speziell um die Klasse I PI3K gehen. Die Klasse I wird
zusitzlich unterteilt in TA und IB. Zur Klasse IA gehoren die PI3K-Isoformen a,  und 6. Es
handelt sich um Heterodimere aus einer regulatorischen (p85) und einer katalytischen
Untereinheit (p110), nach welcher sie benannt werden (Vanhaesebroeck et al. 1997a, Fruman
et al. 1998, Hawkins et al. 2006). Aktiviert werden die Klasse IA PI3K durch Interaktion mit
phosphorylierten Tyrosin-Resten innerhalb einer spezifischen Aminosduresequenz (Motiv)
(Fruman et al. 1998). Diese Motive finden sich auf Rezeptoren, deren Liganden vor allem
Wachstumsfaktoren, Entziindungsmediatoren oder Hormone sind, oder auch auf
Adaptermolekiilen (z.B. Insulin-Rezeptor-Substrat, IRS) (Wymann und Pirola 1998, Fruman
et al. 1998). Die regulatorische Untereinheit p85 bindet an dieses Motiv und rekrutiert
dadurch die katalytische Untereinheit p110 zur Zellmembran in die Néhe ihres Substrats,
PI-(4,5)-P,. Eine Phosphorylierung zu PI-(3,4,5)-P; wird moglich (Fruman et al. 1998,
Hawkins et al. 2006).
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Zur Klasse 1B gehort die Isoform p110y (katalytische Untereinheit) mit entweder p84 (auch
als p87"*" bezeichnet) oder p101 als regulatorische Untereinheit (Hawkins et al. 2006). Die
PI3K p110y wird {iber Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren aktiviert. Liganden
dieser Rezeptoren sind u.a. C5a, ein Signalmolekiil des Komplementsystems, und IL-8.

Lange Zeit bestand die Annahme, dass die Aktivierung allein durch Rezeptortyrosin-
Kinasen fiir alle drei Isoformen der Klasse IA gelte. Es konnte jedoch in verschiedenen
Studien gezeigt werden, dass pl10B unabhingig davon ebenfalls an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) bindet. Dadurch wird es aktiviert und induziert eine Signalkaskade
(Kurosu et al. 1997, Maier et al. 1999). Kiirzlich wurde gezeigt, dass p110p und p110y sogar
zum Teil funktionell redundant sind (Guillermet-Guibert et al. 2008). Die Autoren vermuten,
dass p110p in den Zellen, in denen p110y nicht oder nur wenig vorhanden ist, die Umsetzung
von GPCR-vermittelten Signalen iibernimmt.

Sowohl p110a als auch p110p werden ubiquitidr exprimiert. Klasse IB PI3K pl110y
kommt nur in wenigen Geweben und Zellarten vor (u.a. Leukozyten, Endothelzellen) (Sasaki
et al. 2000, Yu und Sato 1999). P1106 wird vor allem in Leukozyten exprimiert
(Vanhaesebroeck et al. 1997b), konnte aber auch in Neuronen von Méusen nachgewiesen
werden (Eickholt et al. 2007).

Die Funktionen der Klasse I Phosphatidylinositol-3-Kinasen sind vielfaltig. Sie sind in
unterschiedlichem Mafle u.a. an der Regulation von Zellwachstum, Proliferation, Apoptose
und (Glucose-) Stoffwechsel beteiligt (Kulik et al. 1997, Krasilnikov 2000, Knight et al.
2006). Des Weiteren spielen sie auch eine Rolle fiir die Differenzierung und Migration von
Immunzellen (s.u.). Die Wirkungsbereiche der einzelnen Isoformen sind zum Teil nur sehr
schwer zu untersuchen. Dies liegt u.a. daran, dass p110a- und p110B- knock-out Méuse nicht
lebensfahig sind und deshalb fiir Untersuchungen nicht zur Verfligung stehen. Sie sterben
bereits in utero (Bi et al. 1999, Bi et al. 2002). Méuse mit funktionslosem bzw. ohne p110y
oder p1100d sind lebensfihig, zeigen aber Verdnderungen des Immunsystems (Ji et al. 2007,
Okkenhaug et al. 2002, Sasaki et al. 2000, Hirsch et al. 2000).

Auf Grund der eingeschrinkten Untersuchungsmoglichkeiten sind spezifische
Funktionen der vier Isoformen bisher nur unzureichend aufgeklért. P110a wird als wichtiges
Effektormolekiil fiir durch Insulin hervorgerufene Reaktionen betrachtet (Knight et al. 2006).
In Monozyten spielt pl10a eine entscheidende Rolle bei Phagozytose, der Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies und bei der Zytokin-Produktion (Lee et al. 2007). Uberdies finden
sich in vielen Tumoren Mutationen dieser Isoform (Samuels et al. 2004). Der Zusammenhang

liegt darin, dass vor allem pl110a aber auch pl110B den Ablauf des Zellzyklus maBgeblich
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beeinflussen (Marqués et al. 2008). Eine Mutation kann also zu einer p110a-Uberaktivitit und
dadurch zu einer Apoptose-Resistenz und Transformation von Zellen fiihren (Samuels et al.
2005). Die Funktion von pl10p besteht zusétzlich zur Regulation des Zellzyklus in einem
Einfluss auf die Thrombozytenfunktion (Schoenwaelder et al. 2007, Jackson et al. 2005).
Auch in Makrophagen spielt p110p eine Rolle in der Signalvermittlung nach Erregung von
Toll-like Rezeptoren (Tsukamoto et al. 2008).

Den Isoformen pl110y und 6 kommt eine herausragende Rolle im Immunsystem zu.
Dabei  beeinflusst pl110d insbesondere B-Zellen in ihrer Entwicklung und
Antikorperproduktion und die Signalweiterleitung nach Aktivierung von T- und B-Zell-
Rezeptoren (Okkenhaug et al. 2002). Es sei an dieser Stelle nur kurz erwihnt, dass ein
Funktionsverlust der regulatorischen Untereinheit p850 dementsprechend ebenfalls
Auswirkungen auf die B-Zell-Entwicklung und -Proliferation hat und zu schwerer
Immundefizienz fiihren kann (Suzuki et al. 1999, Fruman et al. 1999). Die Funktion von
pl10y liegt einerseits in der Initiierung des oxidative burst (Produktion und Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies) und der Migration von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen. Andererseits dient es der Homoostase des Thymus durch Regulation der T-
Zell-Apoptose (Hirsch et al. 2000, Sasaki et al. 2000).

Ihre Wirkung entfalten PI3K durch Induktion von Signalkaskaden (Cantley 2002). Ein
wichtiger Signalweg wird im Folgenden beschrieben:

Die Phosphorylierung von PI-(4,5)-P, zu PI-(3,4,5)-P; durch Klasse I PI3K ermoglicht
eine Aktivierung der Phosphoinositid-abhéngigen Kinase 1 (phosphoinositide-dependent
kinase, PDK 1), die {iber PH-(pleckstrin homology) Doménen die Lipide bindet und dadurch
selbst aktiviert wird. Hat eine Interaktion zwischen PI-(3,4,5)-P; und PDK 1 stattgefunden,
wird die Signalkaskade durch Phosphorylierung und somit Aktivierung der Serin/Threonin-
Kinase Akt/PKB (Proteinkinase B) durch die PDK 1 fortgesetzt. Hierbei ist zu beachten, dass
sich ein Komplex aus PI-(3,4,5)-P3;, PDK 1 und Akt formen muss. Erst durch Bindung von
Akt an PI-(3,4,5)-P; iiber eine PH-Domine wird der Thr’®®-Rest freigelegt und eine
Phosphorylierung durch PDK 1 ermdglicht (Hawkins et al. 2006).

Phosphoryliertes Akt inhibiert oder aktiviert - ebenfalls durch Phosphorylierung —
weitere Signalproteine. Daraus resultiert der Einfluss auf Apoptose, Proliferation und
Stoffwechsel (Cantley 2002, Lawlor und Alessi 2001). Dieser und weitere Signalwege sind in
Abbildung 1.1 dargestellt.

Als MaB fiir die PI3K-Aktivitdt wird der Phosphorylierungsgrad von Akt genutzt. Das
liegt u.a. daran, dass eine Erfassung des direkten Produkts (PI-(3,4,5)-P3) technisch noch
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immer sehr aufwendig ist. Diese indirekte Aktivitdtsmessung ist vertretbar, weil die Akt-
Phosphorylierung durch die PDK 1 direkt von der PI3K-Aktivitdt abhéngig ist (Hawkins et al.
20006).

Die Regulation des beschriebenen Signalweges erfolgt wu.a. durch zwei
Lipid-Phosphatasen. PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10)
oder SHIP (SH2-containing inositol phosphatase) konnen PI-(3,4,5)-P; an Position 3 bzw. 5
dephosphorylieren. Durch den Abbau dieses Produkts der PI3K wird die Signalkaskade
unterbrochen (Hawkins et al. 2006).

S 7N\
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Abbildung 1.1: PI3K-Signalwege (Vivanco und Sawyers 2002). Die Aktivierung der PI3K
(markiert durch roten Kreis) erfolgt iiber Interaktion mit einer Rezeptortyrosinkinase (RTK) -
gegebenenfalls durch Vermittlung eines Adaptermolekiils, in diesem Fall das Insulin-Rezeptor-
Substrat (IRS). Es folgt die Phosphorylierung von PI-(4,5)-P, zu PI1-(3,4,5)-P; und die Aktivierung von
PDK 1 und Akt. Im Folgenden werden viele verschiedene Signalmediatoren mittels Phosphorylierung
durch Akt inhibiert oder aktiviert. Sie beeinflussen Uberleben, Proliferation, Zellzyklus, Umformung
des Zytoskeletts und Glucosestoffwechsel. Auch die PI3K selbst reguliert neben Akt weitere
Molekiile: Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase (SGK), GTP-bindende Proteine RACI1
und CDC42 und die Proteinkinase C (PKC).
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1.1.1 Die Rolle der Phosphatidylinositol-3-Kinasen im Immunsystem

Alle Klasse I PI3K werden in Immunzellen exprimiert und spielen bei deren Entwicklung,
Differenzierung, Aktivierung und Migration eine wichtige Rolle. Auffallend ist, dass p110y
vor allem neutrophile Granulozyten, Makrophagen und T-Zellen beeinflusst, wohingegen
Defekte der p85a-Untereinheit (assoziiert mit p110a, B oder 8) hauptsdchlich Auswirkungen
auf B-Zell-Funktionen haben (Hirsch et al. 2000, Sasaki et al. 2000, Fruman et al. 1999). Die
PI3K p1106 ist ein wichtiges Signalmolekiil, das an der Reifung und Differenzierung von
B-Zellen sowie an der Reaktion von B- und T- Zellen auf spezifische Rezeptor-Aktivierung
beteiligt ist (Okkenhaug und Vanhaesebroeck 2003, Okkenhaug et al. 2002). Insbesondere die
Migration und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (oxidative burst) im Rahmen der
Granulozyten-Aktivierung werden von p110y beeinflusst (Hawkins et al. 2006, Hirsch et al.
2000, Sasaki et al. 2000). Fiir die Migration von neutrophilen Granulozyten zum Ort einer
Entziindung sind verschiedene Teilprozesse von Bedeutung: das sogenannte Selektin-
abhéngige rolling, die anschliefende Integrin-abhédngige Adhidsion an das Gefd3endothel und
letztlich die Emigration durch das Endothel zum Entziindungsherd. Allein die Emigration
wurde in einer Studie als PI3Ky-abhingig beschrieben (Liu et al. 2007). Jedoch ist diese
Zellbewegung nur vorriibergehend abhéngig von pl10y. Im weiteren Verlauf zeigte sich
p1103 immer deutlicher als primdr Einfluss nehmende Kinase in diesem Prozess.

Das Zusammenwirken von pl10y und & und die Komplexitidt der Regulation des
oxidative burst werden in Abbildung 1.2 dargestellt. Es soll hier nicht auf Einzelheiten
eingegangen, sondern lediglich ein Einblick in die Vielfalt der Signalprozesse gegeben

werden.
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Abbildung 1.2: Modell fiir das Zusammenwirken von p110y und 6 in der Regulation des
oxidative burst in neutrophilen Granulozyten (Rommel et al. 2007). Durch Aktivierung von PI3Ky
und spéter von PI3Ko erfolgt die Phosphorylierung von PI-(4,5)-P, zu PI-(3.,4,5)-P;. Dies fiihrt zu
Interaktionen mit einer Vielzahl weiterer Signalmolekiile, die letztlich zur explosionsartigen

Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fiihren.

Storungen der Funktion aller Klasse I PI3K und von pl110y und 6 im Besonderen haben
schwere Auswirkungen auf die Leistung des Immunsystems. So zeigt sich bei
Funktionsverlust von pl10y und 6 bei Méausen eine T-Zell-Lymphopenie, gleichzeitig eine
Infiltration von T-Zellen und eosinophilen Granulozyten u.a. in der Magenschleimhaut,
erhohte IgE-Level bei insgesamt verminderter Antikdrperproduktion und eine Verschiebung
der Immunantwort zu einer Th2-betonten Reaktion (Ji et al. 2007). Ein inhibitorischer
Einfluss des PI3K/Akt-Signalweges auf die Antikdrperproduktion von B-Zellen bzw. speziell
auf den Klassenwechsel wurde schon zuvor beschrieben (Omori et al. 2006).

Es ldsst sich zusammenfassend formulieren, dass PI3K im Immunsystem eine
herausragende Rolle fiir eine Vielzahl von Prozessen spielen. Storungen des Signalweges auf
Ebene der PI3K selbst oder durch Funktionsverlust z.B. von PTEN bewirken eine erhebliche

Einschrankung der Effektivitit einer Immunreaktion.
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1.2 Modulation des Immunsystems wiahrend der Schwangerschaft

Der Embryo bzw. Fetus stellt in der Schwangerschaft fiir die werdende Mutter einen fremden,
Antigen-priasentierenden Organismus dar. Da die Zellen zur Hélfte genetisches Material des
Vaters enthalten und folglich auch fremde Zelloberflichenmolekiile tragen, miissten sie
theoretisch eine Immunreaktion der Mutter hervorrufen. Um eine AbstoBung des Embryos zu
vermeiden, muss also eine lokale Immunsuppression erfolgen wihrend die systemische
Immunitdt der Schwangeren aufrecht erhalten wird. Wichtige Rollen spielen dabei der
Trophoblast und die lokal in sehr hohen Konzentrationen vorhandenen Sexualhormone
Estradiol (E;) und vor allem Progesteron (Pg) (Druckmann und Druckmann 2005).

Progesteron vermittelt seine Effekte groBenteils durch den sogenannten Progesteron-
induzierten blockierenden Faktor (Progesterone-induced blocking factor, PIBF). Es handelt
sich hierbei um ein 34 kDa grofles Protein, welches von Progesteron-Rezeptor-positiven
Lymphozyten und dezidualen CD56" Zellen sezerniert wird. PIBF spielt eine entscheidende
Rolle bei der Immunmodulation wihrend einer Schwangerschaft (Szekeres-Bartho et al. 1985,
Szekeres-Bartho et al. 1989, Druckmann und Druckmann 2005). Das Fehlen dieses Faktors
fiihrt zum Abort.

Verschiedene Mechanismen sind an der lokalen Immunmodulation durch PIBF beteiligt:
1. Verdnderung der Zytokin-Sekretion zugunsten von Th2-Zytokinen und dem
leukemia inhibitory factor (LIF);
2. Hemmung der Aktivitit von Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) durch
Hemmung der Degranulation und Perforin-Freisetzung;
3. Bildung von asymmetrischen Antikdrpern in B-Zellen;
4. insgesamt eine Schwichung der zelluliren und Stirkung der humoralen

Immunantwort.

Fir die verdnderte Zytokin-Sekretion ist entscheidend, dass das Verhdltnis Th1/Th2
zugunsten von Th2 verschoben ist. Die absoluten Konzentrationen der Zytokine kénnen dabei
variieren (Druckmann und Druckmann 2005). In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass
eine erhohte Produktion von LIF sowie von IL-4 (Th2-Zytokin) und eine relativ verminderte
Produktion von IFNy, TNFa und IL-1 (Thl-Zytokine) fiir den positiven Verlauf einer
Schwangerschaft notwendig sind (Piccinni et al. 1998, Saito 2000). Jedoch ist die Bedeutung
dieser Regulationsmechanismen stark umstritten und das Th1/Th2-Paradigma gilt teilweise

als tiberholt (Chaouat et al. 2004). Neue Studien belegen, dass einzelnen Zytokinen sowohl
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abortogene als auch antiabortive Eigenschaften zukommen — je nach Konzentration an der
maternal-fetalen Grenzfliche (eine Ubersicht findet sich bei Chaouat et al. 2004).

Die Aktivitit von NK-Zellen wird iiber verschiedene Mechanismen gesenkt.
Progesteron hemmt {iber PIBF die Degranulation von NK-Zellen (LaSkarin et al. 2002),
wohingegen Estradiol die Expression von aktivierenden Rezeptoren (CD69, NKp46, etc.)
senkt und die Zellen deshalb nicht bzw. weniger auf vorhandene Antigene reagieren (Hao et
al. 2007). Die Zahl der NK-Zellen ist in der Dezidua im Vergleich zu normalem Endometrium
nicht vermindert. Sie stellen etwa 45% der dezidualen Immunzellen (Starkey et al. 1988,
Mincheva-Nilsson et al. 1994). Jedoch findet sich an der maternal-fetalen Grenzfldche eine
besondere NK-Zell-Population. Sie tragen lediglich das Zelladhdsionsmolekiil CD56", nicht
jedoch CD16, einen Immunglobulin-Rezeptor. Diese Subpopulation stellt den groBten Teil
der dezidualen NK-Zellen dar (P6hlmann et al. 2006).

Die Zusammensetzung von Immunzellen im Endometrium ist fiir die Prognose einer
Schwangerschaft von herausragender Bedeutung. Eine Verschiebung der Relationen
(vermehrt B-Lymphozyten (CD20") und CD16/CD56 -NK-Zellen bei unverinderter gesamt-
NK-Zellzahl, weniger CD8"-Zellen) wurde in Zusammenhang gebracht mit wiederholten
Aborten (Lachapelle et al. 1996).

Asymmetrische IgG-Molekiile stellen im Serum von nicht schwangeren Frauen etwa
15% des gesamten IgG dar (Zenclussen et al. 2001). Bei gesunden schwangeren Frauen
betrdgt der Anteil bis zu 50%, wobei die hochsten Werte im zweiten Trimester erreicht
werden. Die asymmetrischen Antikorper sind durch Glykosylierung eines Fab-Fragments so
verdndert, dass sie funktionell univalent sind. Sie kénnen (paternale) Antigene binden, jedoch
keine Immunkomplexe bilden und deshalb keine Komplementaktivierung, Phagozytose oder
Zytolyse induzieren. Sie dienen als blockierende Antikorper dem Schutz des Embryos/Fetus
(Zenclussen et al. 2001, Druckmann und Druckmann 2005).

Bis heute wurden viele verschiedene Mechanismen, die durch Regulation des
miitterlichen Immunsystems den immunologischen Schutz des Embryos bewirken sollen,
entdeckt, erforscht und zum Teil auch wieder verworfen. Nach wie vor gibt es kontroverse
Diskussionen und immer neue Fragen, die durch weitere intensive Forschung geklért werden

miissen.
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1.3 Einfluss von Sexualhormonen auf Phosphatidylinositol-3-Kinasen

Progesteron und Estradiol sind die fiir eine gesunde Schwangerschaft entscheidenden
Sexualhormone, die lokal bis zu hundertfach hohere Konzentrationen als wihrend eines
Menstruationszyklus erreichen konnen (Leidenberger et al. 2005). In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass abhidngig vom Progesteron-Rezeptor (PR) eine Vielzahl von
Genen in Zellen des Endometriums hoch- oder herunterreguliert wird. Unter anderem wurde
nach Ausschaltung des PR eine Herunterregulation der regulatorischen Untereinheit p85a der
PI3K um den Faktor 2.16 beobachtet (Cloke et al. 2008). Auch Verdnderungen der Akt-
Phosphorylierung in menschlichem Endometrium wihrend des Menstruationszyklus und der
Dezidualisierung wurden beschrieben (Toyofuku et al. 2006). Tatsdchlich wird Akt eine Rolle
als intrazelluldrer Mediator fiir die Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen
zugeschrieben (Yoshino et al. 2003).

Im Uterus von Ratten wurde eine wechselseitige Beeinflussung zwischen
Estradiol(-Rezeptoren) (ER) und dem PI3K/Akt-Signalweg nachgewiesen (Kazi und Koos
2007). Auch in Endothelzellen wurde die direkte Interaktion zwischen dem ERa und der
regulatorischen Untereinheit p85a der PI3K beschrieben (Simoncini et al. 2003). Stimulation
der Zellen mit physiologischen Estradiol-Konzentrationen fiithrt zu einer vermehrt
zytosolischen statt nukledren Lokalisation von ERa und ermdglicht dadurch die Interaktion
mit p85a. Es kommt zur Aktivierung der PI3K, Phosphorylierung von Akt und anschlieBend
iiber Aktivierung der endothelialen NO-Synthase zur Bildung von NO (Simoncini et al.
2003).

Neben den genomischen Effekten, die durch den Progesteron-Rezeptor {iiber
Regulation der Transkription hervorgerufen werden, gibt es noch sogenannte nicht-
genomische Effekte. Auf diese Weise beeinflusst Progesteron z.B. die Proliferation von
Mammakarzinom-Zellen und von endometrialen Stromazellen (Ballaré et al. 2006). Der
Progesteron-Rezeptor interagiert nach Bindung von Progesteron mit einem Estradiol-Rezeptor
(ERa oder ERP). Dieser wiederum aktiviert die Erk1/2- und/oder die PI3K/Akt-Signalkaskade
und bewirkt im Weiteren eine Proliferationssteigerung (Ballaré et al. 2006).

Sowohl fiir Progesteron als auch fiir Estradiol konnten diverse Moglichkeiten der
Signalvermittlung beobachtet werden. Neben der schon lidnger bekannten und besser
erforschten Funktion der Sexualhormone im Rahmen der Transkriptionsregulation riicken ihre

Wirkungen auf nicht-genomischer Ebene seit einigen Jahren immer mehr in den Blickpunkt
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der Forschung. Den PI3K kommt in diesem Zusammenhang offenbar eine grofle Bedeutung

zu, deren Ausmall durch weitere Untersuchungen klarer definiert werden sollte.

1.4 Problemstellung und Ziele

Ausgehend von den vorherigen Erlduterungen ldsst sich zusammenfassend formulieren:
Klasse 1 PI3K spielen im Immunsystem fiir die Reifung, Motilitit und Funktion der
beteiligten Zellen eine wichtige Rolle. Wéhrend einer Schwangerschaft wird das
Immunsystem der werdenden Mutter moduliert. Dies erfolgt vor allem durch den Einfluss der
Sexualhormone Progesteron und Estradiol. Auch fiir die PI3K-Aktivitit konnte eine
Beeinflussung durch Progesteron und Estradiol fiir verschiedene Zellarten gezeigt werden.

Aus diesen Befunden entstand die Frage, ob PI3K auch bei der Immunmodulation in
der Schwangerschaft eine Rolle spielen und welche Mechanismen gegebenenfalls dazu
beitragen.

Dazu wurden drei Untersuchungsansitze verfolgt: Zunichst sollte im Mausmodell die
Milz als lymphatisches Organ betrachtet werden. In Milzzellen von nicht trachtigen Méusen
und von trachtigen Mdusen an Tag 8 und Tag 16 der Graviditdt wurde die PI3K-Expression
analysiert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten humane Proben untersucht werden. Dazu wurde
schwangeren Frauen im zweiten bzw. dritten Trimenon und nicht schwangeren Frauen als
Kontrollgruppe peripheres Blut entnommen. Es wurde in den isolierten Leukozyten ebenfalls
die PI3K-Expression gepriift.

Das dritte Teilprojekt sollte in vitro den Einfluss von Progesteron auf die PI3K-
Expression in Immunzellen untersuchen.

Diese Arbeit ist eine Pilotstudie. Es wurde ein weitgefasster Ansatz gewéhlt, um
zunichst einen Uberblick zu bekommen, ob Phosphatidylinositol-3-Kinasen im Rahmen der
Immunmodulation wéhrend der Graviditit einer Expressionsregulation unterliegen und ob

thnen eine Funktion bei diesem komplexen Prozess zukommen kénnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

10x PCR Puffer complete

10x Puffer fiir Reverse Transkription
Acrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Aprotinin

Brillant blau G250

Bromphenolblau

Chloroform (CHCls)

DEPC

Dinatrium-Dihydrat-Ethylendiamintetraessigsdure (Na;,2H,O EDTA)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4-2H,0)

dNTP

dTs

ECL Chemiluminescence Reagent Plus
Essigsdure (CH;COOH)

Ethanol (C;HsOH)

Fetales Kélberserum (FCS)

Fetales Kélberserum, Aktivkohle-behandelt (CS-FCS)
Formaldehyd (5%)

Glycerin

Glycin

Isopropanol

Leupeptin

Lymphozyten-Separationsmedium (LSM 1077)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

B-Mercaptoethanol

Jena Bioscience
Applied Biosystems
Roth
AppliChem
Serva
AppliChem
Roth

Roth

Roth

Sigma
AppliChem
Roth

Jena Bioscience

Jena Bioscience

PerkinElmer Life Sciences

AppliChem
Roth
Biochrom
Biochrom
Fischar
AppliChem
Roth

Roth
AppliChem
PAA
Sigma

Roth
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Methanol (CH30H) Roth
Multiscribe Reverse Transcriptase Applied Biosystems
Natriumazid (NaN3) Merck
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natrium-Desoxycholat Roth
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4-H,0) Roth
Natriumfluorid (NaF) Sigma
Natriumorthovanadat (NazVO,) Sigma
NP 40 alternative Calbiochem
Phosphate buffered saline (PBS-Dulbecco) Biochrom AG
Pefabloc AppliChem
Pepstatin AppliChem
PMSF AppliChem
Ponceau Sigma
Prestained Protein Marker, Broad Range (6-175 kDa), P7708S New England BioLabs
Progesteron Sigma
Protein G Sepharose Pierce
Rinder-Serumalbumin (Bovine Serum Albumine, BSA) PAA Laboratories
Salzsaure (HCI) Roth
SDS Roth
Smart ladder DNA-Marker Eurogentec
Taq Polymerase Jena Bioscience
TEMED Promega
Tris AppliChem
Trypanblau Sigma
Tween 20 Serva
Wasserstoffperoxid (H,O;) Roth
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2.1.2 Antikorper
2.1.2.1 Primér-Antikorper
AntikSrper Quelle und Art Losung in
Murine Proben Humane Proben
pl10a Santa Cruz; 1:300; pAK, Epitomics; 1:300;
Kaninchen mAK, Kaninchen 2,5% BSA in
pl10 B Santa Cruz; 1:1000; pAK, Upstate; 1:1000; TBS-Tween,
Kaninchen mAK, Kaninchen 0,02%
pl10y Jena Bioscience GmbH; 1:100; mAK; Maus Natriumazid
pl10o Santa Cruz; 1:1000; pAK, Kaninchen
pAkt (Ser'") Cell Signaling; 1:2000; mAK, Kaninchen
panAkt Cell Signaling; 1:2000; pAK, Kaninchen
B-Actin Sigma; 1:5000; mAK, Maus

2.1.2.2 Sekundiir-Antikorper (HRP-gekoppelt)

anti-Kaninchen-HRP (KPL)
anti-Maus-HRP (KPL)
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2.1.3 Primer
Primer Sequenz Annealing
Temperatur
pl110a forward 5" CAC GAC CAT CTT CGG GTG AAC 3’ 59 °C
reverse 5> ACG GAC AGT GCT CCT CCT TAG 3’ 59 °C
pl10B forward 5" TCT CTG GTA GGG TTG TCT TG 3° 59 °C
reverse 5> CACGGC TGC TTCTTATTC TC 3° 59 °C
pl10y forward 5 GGA GAA CTA TGA ACA ACC GG 3° 59 °C
reverse 5> ATC TCA CTT CGC AGG AAC 3 59 °C
pl10d forward 5> GCCTCCTCATTG GCA AAG ¥ 59 °C
reverse 5>TTC TCC ACG ACG GCATAG 3 59 °C
B-Aktin forward 5" GAG GTATCC TGA CCCTGA AG ¥ 55°C
reverse 5" CAG AGG CAT ACAGGGACAGY® 55°C
Primer Sequenz Annealing
Temperatur
pl110a forward | 5° CCC AGG TGG AAT GAATGGC 3’ 60 °C
reverse 5" ACT CAG TCC TGC GTG GGA ATAG 3 60 °C
pl10B forward | 5’ TGC GAC AAG ACT GCC GAG AG 3’ 60 °C
reverse 57 AGC GCC TGA AGC TGA GCA AC 3 60 °C
pl10y forward | 5’ CAT ATT GAC TTC GGG CAC ATT CTT 3° 60 °C
reverse 5" GTC TCT GCA AAC TTC GAT CTG ATC 3° 60 °C
pl10d forward |5’ CTC CTG TGC TGG CTA TTG 3’ 60 °C
reverse 5" GAT GGT GTA GGC CCTTTC ¥ 60 °C
GAPDH | forward |5 TCA GCA ATGCCT CCTGCAC3’ 58 °C
reverse 5" CCA GTG AGCTTC CCGTTC AG 3 58 °C

Alle Primer sind von Jena Bioscience.

2.1.4 Kits
Micro BCA™ Protein Assay Kit (Pierce)
RNeasy® Mini Kit (Qiagen) (inkl. cDNA-Verdau)




Material und Methoden

15

2.1.5 Zellen/Gewebe
Jurkat (DSMZ)
U937 (ATCC)

Mausmilzen (Miuse von Harlan-Winkelmann)

PBMC (Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der FSU Jena)

2.1.6 Material

0,55 mm Kaniile

1 ml Spritze
Whatman-Filterpapier
PVDF-Membran (Millipore)

2.1.7 Losungen

a) Agarose-Gelelektrophorese:

TAE (pH ca. 8,5)

Ladepuffer 6x

b) SDS-PAGE:
Lysepuffer

40 mM
2 mM

30 %
1 Spatelspitze

50 mM
1%
0,25 %
| mM
150 mM
1 mM

1 pg/ml
1 pg/ml
1 pg/ml
1 mM

1 mM
0,1 %

Tris-Acetat
Na,EDTA 2H,0O

Glycerin

Bromphenolblau

Tris/HCI pH 7,4
NP-40 alternative
Natrium-Desoxycholat
EDTA

NaCl

PMSF

Aprotinin
Leupeptin A
Pepstatin
Na3;VOq4

NaF

Pefabloc
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Laemmli-Ladepuffer

Sammelgel 4 % (5 ml)

Trenngel 10 % (10 ml)

Elektrophoresepuffer

Coomassie-Farbelosung

Entfarbelosung

2%
10 %
5%
0,02 %
60 mM

3,10 ml
0,66 ml
1,25 ml
25 pul
30 ul

4 ul

4,80 ml
3,33 ml
1,9 ml
50 ul
40 pl

8 ul

25 mM
200 mM
3,5 mM

0,2 %
45 %
10 %

10 %
25 %

SDS

Glycerin
-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Tris/HCI pH 6,8

dd H,O

Acrylamid

Sammelgelpuffer (0,5 M Tris pH 6,8)
SDS 20 %

APS 20 %

TEMED

dd H,O

Acrylamid

Trenngelpuffer (2 M Tris pH 8,8)
SDS 20 %

APS 20 %

TEMED

Tris
Glycin
SDS

G 250 Brillant Blue
Methanol

Essigsdure

Essigsdure

Ethanol
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c) Western Blotting
Transferpuffer

Ponceau-Farbelosung

Stripping-Puffer

TBS-T

d) RT-PCR

Reverse Transkription

Polymerase-Ketten-Reaktion

e) Zellkultur

Kulturmedium

48 mM

39 mM

0,037 %
15 %

5%
0,2 %

100 mM
2%
62,5 mM

10 mM
100 mM
0,1%

1 x

5,5 mM
0,5 mM
2,5 uM
0,4 U/ul
1,25 U/ul

Ix

0,2 mM
0,1 uM
0,1 uM
1 U/ul

90 %
10 %

Tris
Glycin
SDS
Methanol

CH;COOH

Ponceau

B-Mercaptoethanol
SDS
Tris pH 6,7

Tris
NaCl
Tween 20

10 x Puffer
MgCl,

dNTP

dTs

RNase Inhibitoren

Multiscribe Reverse Transcriptase

10 x PCR-Puffer inkl. MgCl,
dNTP

Primer vorwirts

Primer riickwirts

Taq Polymerase

RPMI 1640
FCS, hitzeinaktiviert (30 min, 56 °C)
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PBS 500 mM
100 mM
400 mM
Auftaumedium 80 %
20 %
2.2 Geriate

2.2.1 Laborger:iite

NaCl
NaH2PO4 : Hzo
NazHPO4 : 2H20

RPMI 1640
FCS, hitzeinaktiviert (30 min, 56 °C)

Amersham Bioscience TE77, ECL Semi-Dry Transfer Unit (Electrophoresis Power Supply-

EPS301)

Biometra TRIO-Thermoblock

Bio-Rad Model 1000/500 Power Supply
Du Pont, Sorvall ® RT 6000 D
Eppendorf 5415 C

Eppendorf 5416

Eppendorf 5417 R

Eppendorf Z-5417 C

Eppendorf, Authorisierter Thermocycler
Heraeus Brutschrank

Heraeus Instruments Biofuge 13

Heraeus Sepatech Megafuge 1.0

Hoefer Mighty Small (Dual gel caster) SE 250/SE 260

Neubauer Zdhlkammer

Shimadzu BioSpec-1601 E DNA/Protein/Enzyme Analyzer

Zeiss Telaval 31 Mikroskop

2.2.2 Computerprogramme
Microsoft Excel, Word, Power Point

Image J
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2.3 Methoden

2.3.1 Gewinnung von Maus-Milzzellen

Weibliche NMRI-Miuse wurden von Harlan-Winkelmann bezogen und an Tag 8 bzw. Tag 16
der Graviditdt zusammen mit nicht verpaarten Mausen durch zervikale Dislokation getotet.
AnschlieBend wurde die Milz entnommen, gewogen, gedrittelt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die gefrorenen Milzen wurden in fliissigem Stickstoff mit einem Mdrser zerkleinert,
bevor sie je nach weiterer Verwendung in Lysepuffer oder RLT-Puffer aufgenommen wurden

(vgl. 2.3.3,2.3.5).

2.3.2 Isolierung von mononukleiren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

In Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des
Universititsklinikums Jena konnten von freiwilligen Schwangeren im Rahmen von
Routineuntersuchungen nach schriftlicher Einverstindniserkldrung Blutproben fiir diese
Arbeit gewonnen werden. In die Untersuchung eingeschlossen wurden nur Frauen mit bisher
unkompliziert verlaufener Schwangerschaft. Aufnahmegrund in die Klinik waren meist
vorzeitige Wehen. Blutproben von nicht schwangeren Frauen (Nullipara) wurden nach
schriftlicher Einverstdndniserkldrung von freiwilligen Spendern entnommen. Das Alter der
schwangeren Frauen im 2. Trimenon betrug im Median 27 Jahre (Minimum-
Maximum: 22-37), im 3. Trimenon 25 Jahre (18-40). Nicht schwangere Frauen waren im
Median 23 Jahre alt (20-26). Es ergaben sich hieraus keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p=0,1, Kruskal-Wallis Test).

Die Blutproben wurden 1:1 mit PBS verdiinnt. Zu je 3 ml Lymphozyten-
Separationsmedium wurden 8-10 ml des verdiinnten Blutes zugegeben. Dabei war darauf zu
achten, dass sich die Fliissigkeiten nicht mischten. Die Proben wurden 20 min bei 2500 rpm
zentrifugiert, sodass die Leukozyten tiber einen Dichtegradienten von den Erythrozyten und
vom Serum getrennt und als Schicht sichtbar wurden. Sie wurden entnommen und zweimal
mit PBS gewaschen (Zentrifugation 6 min, 1600 rpm). Nach einer letzten Zentrifugation (6
min, 2000 rpm) wurde das entstandene Pellet bis zur weiteren Verwendung in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes der Molekiilgro8e nach aufgetrennt.

Dazu wurden die Proben (PBMC-, Mausmilz- oder Zellkultur-Probenpellets) zunédchst
mit Lysepuffer versetzt und blieben 10 min auf Eis stehen. Je nach Beschaffenheit des
Materials war zusétzlich eine mechanische Homogenisation mittels einer 1 ml Spritze mit
0,55 mm Kaniile notwendig. Durch anschlieende Zentrifugation (14.000 rpm, 30 min) bei
4°C wurde das Lysat von Membranteilen getrennt. Das entstandene Lysat wurde mit
Laemmli-Ladepuffer versetzt und fiir 5 min im Heizblock bei 95 — 100 °C erhitzt.

Abhingig vom Proteingehalt oder dem Zelldquivalent einer Probe wurde die Menge,
die auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen wurde, eingestellt. Der Proteingehalt wurde mit
dem BCA™ Protein Assay Kit von Pierce photometrisch (A = 562 nm) ermittelt. Das Gel
bestand aus einem 4 %-igen Sammel- und daran anschlieBend einem 10 %-igen Trenngel. Es
wurde eine Stromstidrke von 30 mA und eine Spannung von maximal 300 V angelegt. Zur
Erkennung der Molekiilgrof3e wurde ein vorgefarbter Marker mitgefiihrt.

Das Gel wurde zur Darstellung aller aufgetrennten Proteine fiir 30 min mit Coomassie-
Losung geférbt. Anschliefend wurde es mit Entfiarbelosung mehrere Stunden oder {iber Nacht

gewaschen und im Vakuum getrocknet.

2.3.4 Western Blotting

Beim Western Blotting werden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine vom Gel
auf eine PVDF-Membran {ibertragen, sodass sie spdter mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern detektiert werden kdnnen.

Es wurden sechs Whatman-Filterpapiere und eine PVDF-Membran in der Grof3e des
Gels zugeschnitten und mit Transferpuffer durchtrankt. Die PVDF-Membran wurde zuvor in
Methanol getaucht und in bidestilliertem Wasser gewaschen. Auch das Gel wurde mit
Transferpuffer dquilibriert. Die Bestandteile des Blots wurden folgendermallen geschichtet:
3x Whatman-Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, 3x Whatman-Filterpapier.
Es wurde dann eine Stromstirke von 1 mA/cm? und eine Spannung von bis zu 45 V fiir die

Dauer von etwa einer Stunde angelegt.
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Eine gleichméfige Beladung des Gels und folglich der Membran konnte durch temporére
Farbung der Membran mit Ponceau-Losung iiberpriift werden. AnschlieBend wurde die
Membran mit 2,5% BSA in TBS-T, 0,02% Natriumazid eine Stunde bei Raumtemperatur
geblockt.

Uber Nacht bei 4 °C oder eine Stunde bei Raumtemperatur wurde die Membran dann
mit einem spezifischen Antikorper inkubiert. In dieser Arbeit wurden Primér-Antikorper
gegen pl10a, B, v, 6, pAkt (phosphoryliertes Akt) und panAkt verwendet. Als Kontrolle fiir
eine gleichmiBige Beladung des Gels bzw. der Membran dienten B-Actin und Vinculin. Auf
diese Inkubation folgten drei Waschschritte a 10 min mit TBS-T. Darauthin wurde die
Membran mit dem sekundéren Antikorper inkubiert, der an den primdren Antikrper bindet
und HRP-gekoppelt ist. Es schlossen sich wiederum drei Waschschritte an. Durch Inkubation
der Membran in ECL-Lésung (1 min) wurde nun eine spezifische Proteindetektion durch
Chemolumineszenz moglich. Die Detektion erfolgte mit einem Rontgenfilm.

Sollten auf einer Membran mehrere Proteine nachgewiesen werden, wurde sie in
Stripping-Puffer 30 min bei 50 °C in einem Wasserbad inkubiert. AnschlieBend konnte die
Membran nach 30 miniitigem Blocken (2,5% BSA in TBS-T) erneut mit einem priméren
Antikorper inkubiert und die folgenden Schritte konnten wie oben beschrieben durchgefiihrt
werden.

Zur quantitativen Auswertung der Western Blots wurde eine densitometrische Analyse

mit dem Programm /mage J durchgefiihrt.

2.3.5RT-PCR

Zunéchst wurde die gesamte RNA mit dem RNeasy Mini-Kit (Qiagen) aus den Zellen isoliert.
Das Zellmaterial wurde fiir die RNA-Extraktion mit RLT-Puffer lysiert (RNeasy Mini-Kit,
Qiagen). Falls ndtig konnte die Probe mit einer Kaniile zusétzlich mechanisch homogenisiert
werden (vgl. 2.3.3). AnschlieBend wurde die RNA nach dem Protokoll des Herstellers isoliert
und photometrisch der RNA-Gehalt der Probe bestimmt (A = 260 nm).

Fiir die reverse Transkription wurde ein Reaktionsgemisch erstellt, das RNA, einen
Puffer, desoxy-Nukleotid-Triphosphate, Oligonukleotid-Primer (dT;s), einen RNase Inhibitor
und das Enzym Reverse Transcriptase enthielt (sieche 2.1.7). In einem Thermoblock
(Biometra) wurde folgendes Programm durchlaufen: 10 min 25 °C, 45 min 48 °C und 5 min

95 °C.
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AnschlieBend wurde die entstandene cDNA in der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert.
Auch hier wurde ein Reaktionsgemisch hergestellt, das aus cDNA, Puffer, desoxy-Nukleotid-
Triphosphaten, Primer vorwérts, Primer riickwérts und einer Taq Polymerase bestand (siche
2.1.7). Je nach Primer und/oder zu amplifizierendem Gen wurde das Programm des

Thermocyclers (Eppendorf) variiert.

Fiir GAPDH gilt: 2min 94 °C

(humane Proben) 20sec 94 °C
30sec 57 °C ] 40 Zyklen
30sec  72°C
Imin 72°C

Fiir p110a, B, v, 6 gilt: 2min 94 °C

(humane Proben) 20sec 94 °C
30sec 60 °C ] 45 Zyklen
30sec 72 °C
Imin 72°C

Fiir B-Actin gilt: 2min 94 °C

(murine Proben) 30sec 94 °C
30sec  55°C ] 30 Zyklen
30sec  72°C
Imin 72°C

Fiir p110a, B, v, 6 gilt: 2min 94 °C

(murine Proben) 20sec 94 °C
30sec  59°C ] 40 Zyklen
30sec 72 °C
Imin 72°C

Jede Probe wurde anschlieBend mit sechsfachem DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein
1-2 %-iges Agarose-Gel, dem Ethidiumbromid (1,5 pg/ml) zugegeben worden war,
aufgetragen. Mittels UV-Licht wurden die amplifizierten Nukleinsdure-Fragmente detektiert.
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2.3.6 Zellkultur

In den Zellkulturexperimenten sollte an verschiedenen Zelltypen der Einfluss von
Sexualhormonen auf die Expression der PI3K gezeigt werden. Als Zelllinien wurden Jurkat-
Zellen als T-Zellen und U937-Zellen als Monozyten verwendet. Alle Zellen wurden in RPMI
1640 mit 10 % FCS, welches durch 30-miniitige Inkubation bei 56 °C hitzeinaktiviert worden
war, kultiviert.

Progesteron, welches in Ethanol geldst war, diente als Stimulans. Das Sexualhormon
wurde in Konzentrationen eingesetzt, die mit den physiologischen Konzentrationen wéhrend
einer Schwangerschaft vergleichbar sind. Dabei entspricht 1 pM etwa der
Hormonkonzentration im Serum und 10 uM der im Uterusgewebe (Mourdjeva 2006). Als
Losemittel-Kontrolle diente Ethanol, das in gleicher Menge eingesetzt wurde (0,1%).

In normalem fetalen Kélberserum (FCS), welches dem Kulturmedium hinzugesetzt
wird, sind geringe Mengen von Sexualhormonen vorhanden. Daher ist es bei Experimenten,
die Hormonwirkungen untersuchen, iiblich, Aktivkohle-behandeltes FCS (charcoal-stripped,
CS-FCS) zu gebrauchen, um einen Einfluss der sonst im Serum vorhandenen Hormone
auszuschlieBen. Fiir Progesteron liegt die Konzentration im FCS laut Herstellerangaben bei
etwa 0,8 nM. Das bedeutet, dass bei Stimulations-Konzentrationen von 1 bzw. 10 uM
wiahrend des Versuchs ein Einfluss des schon vorhandenen Progesterons nicht anzunehmen
ist. Dennoch wurden die Versuche zweimal mit normalem FCS und zweimal mit
hormonfreiem CS-FCS durchgefiihrt, um diese Annahme zu priifen.

Die Zellen wurden in jeweils zwei parallel gefiihrten Kulturen tiber eine Dauer von 14
Tagen mit Hormon behandelt. Jeweils am dritten, siebten, zehnten und vierzehnten Tag wurde
die Zellzahl als Doppelbestimmung mit der Neubauer-Kammer ermittelt. Eine vorhergehende
Trypanblau-Féarbung ermoglichte die Differenzierung von toten und lebenden Zellen. Soweit
moglich wurden Proben entnommen (jeweils zur Hilfte aus den beiden Parallelkulturen). Der
Wechsel des Mediums erfolgte ebenfalls an diesen Tagen.

Bei der Entnahme der Proben wurden, nachdem die Zellen gezéhlt worden waren, aus
beiden Parallelkulturen zusammen 1,5 Mio Zellen entnommen und zweimal mit kaltem PBS
gewaschen (Zentrifugation 1000 rpm, 6 min). Das entstandene Pellet wurde bis zur weiteren
Verwendung bei —80 °C gelagert.

Fiir die sich anschlieBenden Western Blots wurde wie oben beschrieben weiter

verfahren (siche 2.3.3, 2.3.4).
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3 Ergebnisse

3.1 Murine Milzzellen

Um die Expression der Klasse I PI3K in Mausmilzen im Verlauf der Trachtigkeit mit zwei
unabhidngigen Methoden zu untersuchen, wurden RT-PCR und Western Blotting
durchgefiihrt. Es wurden Milzen von jeweils fiinf bis sechs nicht trachtigen Mausen bzw. von
Maiusen an Tag 8 und Tag 16 der Tragezeit dafiir verwendet. Es zeigte sich in der RT-PCR,
dass sowohl die Isoformen pl10a als auch pl110B und p1106 wéhrend der Graviditdt der
Mause in Milzzellen keine Verdnderung der Expression aufweisen (Abb. 3.1). pl110y zeigte

eine unregelméBige Expression ohne erkennbare Regulation.

nicht trachtig t.8 t.16
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Abbildung 3.1: RT-PCR von mRNA aus Maus-Milzzellen. Nicht triachtige weibliche Méuse (n=5)
und verpaarte Méause an den Tagen 8 (t.8) (n=5) und 16 (t.16) (n=6) der Graviditit wurden getdtet, die

Milzen entnommen, gedrittelt und die Zellen lysiert. Die mRNA der Klasse I PI3K wurde amplifiziert.
Als Ladekontrolle diente B-Actin.

Im Western Blot konnte die unverénderte Expression der PI3K-Isoformen p110a, f und o
bestitigt werden. Hier zeigte sich auch fiir p110y eine gleichbleibende Expression wihrend

der Trachtigkeit (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Western Blot von Maus-Milzzellen. Nicht trichtige weibliche Méuse (n=5) und
verpaarte Méuse an den Tagen 8 (t.8) (n=5) und 16 (t.16) (n=6) der Graviditdt wurden getdtet, die
Milzen entnommen, gedrittelt und die Zellen lysiert. Die Lysate wurden im Immunoblot auf die

Expression der Klasse I PI3K hin untersucht. Als Ladekontrolle diente $-Actin.

Die densitometrische Auswertung der durchgefiihrten Western Blots dokumentiert das
gleichbleibende Expressionsniveau der PI3K-Isoformen (Abb. 3.3). An Tag 8 der Graviditit

konnte eine leichte Erh6hung aller Isoformen beobachtet werden.

mplloalpha

mpllOteta

Fpll0ganuna
pllodelta

nicht trachtig t.8 t16

Abbildung 3.3: Densitometrische Analyse der Western Blots von Maus-Milzzellen (s. Abb. 3.2).
Die Zelllysate stammen von nicht trachtigen Mausen (n=5) und trichtigen Miausen an Tag 8 (t.8) (n=5)
und Tag 16 (t.16) (n=6) der Tragezeit und wurden auf die Expression der Klasse I PI3K hin
untersucht. Der jeweilige Schwirzungsgrad ist normiert auf f-Actin. Dargestellt ist der Mittelwert mit

Standardabweichung.
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Zusatzlich zu den Western Blots fiir die PI3K wurden pAkt-Western Blots durchgefiihrt, die
als Mall fiir die PI3K-Aktivitdit dienen. Die Aktivitit von PI3K wurde durch den
Phosphorylierungsgrad von Akt in Relation zur Gesamtmenge von Akt (panAkt) bestimmt
(Abb. 3.4).

nicht trachtig t.8 t.16
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Abbildung 3.4: Western Blot von Maus-Milzzellen. Nicht trichtige weibliche Mause (n=5) und

verpaarte Méuse an den Tagen 8 (t.8) (n=5) und 16 (t.16) (n=6) der Graviditidt wurden getétet, die
Milzen entnommen, gedrittelt und die Zellen lysiert. Die Lysate wurden im Immunoblot auf den

Gehalt von pAkt hin untersucht. Als Ladekontrolle diente panAkt.

Es konnte hier eine leicht verminderte Aktivierung von Akt durch Phosphorylierung am Ende
der Tragezeit (Tag 16) beobachtet werden. Die densitometrische Analyse zeigte eine

Verminderung der Akt-Phosphorylierung auf 70% des Ausgangswertes (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Densitometrische Analyse der Western Blots von Maus-Milzzellen (s. Abb. 3.4).
Die Zelllysate stammen von nicht trichtigen Mausen (n=5) und trichtigen M&usen an Tag 8 (t.8) (n=5)
und Tag 16 (t.16) (n=6) der Tragezeit und wurden auf den Gehalt an pAkt und panAkt hin untersucht.
Der jeweilige Schwérzungsgrad ist normiert auf panAkt. Dargestellt ist der Mittelwert mit

Standardabweichung.
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3.2 Humane mononukleire Zellen des peripheren Blutes

Die PI3K-Expression wurde auch in humanen mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) untersucht. Mit Proben von schwangeren und nicht schwangeren Frauen wurden
ebenfalls RT-PCR und Western Blotting durchgefiihrt. Dafiir wurde freiwilligen Frauen (nicht
schwanger und schwanger im zweiten bzw. dritten Trimenon) Blut entnommen. Pro
Untersuchungsgruppe wurden jeweils vier bis sechs Proben verwendet.

In der RT-PCR zeigte sich fiir die Isoformen pl110p und & kein Anzeichen fiir eine
Regulation wihrend der Schwangerschaft (Abb. 3.6). Ahnlich wie bei der RNA aus
Milzzellen der Maus zeigte pllOy auch bei humanen PBMC eine ausgesprochen

unregelméfBige Expression (Abb. 3.6).

nicht schwanger 2. Trimenon 3. Trimenon
o et el
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Abbildung 3.6: RT-PCR von mRNA aus humanen PBMC. Nicht schwangeren Frauen (n=5) und
schwangeren Frauen im 2. (n=4 bzw. n=5) bzw. 3. (n=4 bzw. n=6) Trimenon wurde Blut entnommen.
Die Leukozyten wurden iiber einen Dichtegradienten isoliert und lysiert. Die Klasse I PI3K wurden

amplifiziert. Als Ladekontrolle diente GAPDH.

In der RT-PCR der Isoform p110a konnte eine Expressionsminderung im dritten Trimenon
festgestellt werden (Abb. 3.6). Dieses Muster konnte als Protein-Expressionsédnderung im
Western Blot bestétigt werden (Abb. 3.7). Des Weiteren konnten gleichbleibende
Expressionsniveaus der Isoformen pl110B, y und o6 auch auf Proteinebene nachgewiesen

werden (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Western Blot humaner PBMC. Nicht schwangeren Frauen (n=5) und schwangeren
Frauen im 2. (n=4) bzw. 3. (n=6) Trimenon wurde Blut entnommen. Die Leukozyten wurden iiber
einen Dichtegradienten isoliert und lysiert. Im Immunoblot wurde die PI3K-Expression untersucht.

Als Ladekontrolle diente B-Actin.

Die  densitometrische  Auswertung der  Western  Blots  verdeutlichte  die
Expressionsunterschiede der p110a-Isoform zwischen Proben von nicht schwangeren Frauen
und von Frauen im zweiten bzw. dritten Trimenon (Abb. 3.8). Die Expression sank
durchschnittlich auf ca. 50 bzw. 25 % im zweiten bzw. dritten Trimenon. Die Isoformen

p110B, y und o blieben konstant.
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Abbildung 3.8: Densitometrische Analyse der Western Blots humaner PBMC (s. Abb. 3.7). Die
Proben stammen von nicht schwangeren Frauen (n=5) und von schwangeren Frauen im 2. (t2) (n=4)
bzw. 3. Trimenon (t3) (n=6) und wurden auf die PI3K-Expression hin untersucht. Der jeweilige

Schwirzungsgrad ist normiert auf f-Actin. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.

Wie bei den Proben aus Mausmilzen wurde bei den humanen PBMC neben der Expression
der PI3K auch pAkt als Aktivititsmarker mittels Western Blotting bestimmt. Es zeigte sich
eine sehr heterogene Verteilung der Akt-Phosphorylierung innerhalb der verschieden
Untersuchungsgruppen (Abb. 3.9). Der pAkt-Gehalt nahm tendenziell zum dritten Trimenon
hin ab (Abb. 3.10).

nicht schwanger 2. Trimenon 3. Trimenon
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Abbildung 3.9: Western Blot humaner PBMC. Nicht schwangeren Frauen (n=5) und schwangeren
Frauen im 2. (n=4) bzw. 3. (n=6) Trimenon wurde Blut entnommen. Die Leukozyten wurden iiber
einen Dichtegradienten isoliert und lysiert. Im Immunoblot wurde der Phosphorylierungsgrad von Akt

(pAkt) untersucht. Als Ladekontrolle diente panAkt.
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Abbildung 3.10: Densitometrische Analyse der Western Blots humaner PBMC (s. Abb. 3.9). Die
Proben stammen von nicht schwangeren Frauen (n=5) und von schwangeren Frauen im 2. (t2) (n=4)
bzw. 3. Trimenon (t3) (n=6) und wurden auf den Phosphorylierungsgrad von Akt hin untersucht. Der
jeweilige Schwirzungsgrad ist normiert auf panAkt. Dargestellt ist der Mittelwert mit

Standardabweichung.

3.3 Einfluss von Progesteron auf die PI3K-Expression in Zelllinien

Progesteron ist wihrend der Schwangerschaft ein entscheidendes Hormon, das
Verdnderungen im Korper der Mutter zum Schutz des sich entwickelnden Embryos bzw.
Fetus bewirkt. Diese Verdnderungen betreffen unter anderem und insbesondere das
Immunsystem. Dieses muss moduliert werden, damit es den genetisch fremden Embryo bzw.
Fetus nicht angreift und es in der Folge zu einem Abort kommt (vgl. 1.2). Um einen solchen
Einfluss dieses Hormons in vitro zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Zelllinien jeweils
14 Tage lang mit Progesteron stimuliert. Dabei wurde das Hormon in Konzentrationen
eingesetzt, die mit denen vergleichbar sind, die wihrend einer Schwangerschaft im peripheren
Blut der Mutter bzw. in der Plazenta vorhanden sind. Als Zelllinien wurden Jurkat-Zellen als
T-Zellen und U937-Zellen als monozytische Zelllinie verwandt (vgl. 2.3.6). Von beiden
Stimulationsreihen wurden Proben entnommen, die Zellen gezdhlt und lysiert. Mittels
Western Blotting wurde die PI3K-Expression in den Lysaten untersucht. Die beiden

Versuchsteile werden im Folgenden getrennt beschrieben.
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3.3.1 Stimulation von Jurkat-Zellen

Die Analyse der PI3K-Expression von Jurkat-Zellen im Western Blot zeigte einen
verminderten Proteingehalt fiir p110a nach Stimulation mit 10 uM Progesteron. An Tag 7
bzw. 14 sank das Expressionsniveau auf 48 bzw. 43% bezogen auf die Expression in den

Kontrollzellen (Abb. 3.11 und 3.12). Die Expression von pl110B, y und o blieben nahezu

unverandert.
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Abbildung 3.11: Western Blot aus Lysaten von Jurkat-Zellen. Jurkat-Zellen wurden iiber eine
Dauer von 14 Tagen mit Progesteron stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol (0,1%).
Dem Kulturmedium wurde CS-FCS (10%) zugesetzt. An Tag 7 und Tag 14 der Stimulation wurden
die Zellen gezdhlt und Proben entnommen. Die Zellen wurden lysiert und im Immunoblot auf die
PI3K-Expression hin untersucht. Es sind jeweils ein Kontrolllysat (K) und Lysate von 1 uM (1) bzw.
10 uM Progesteron-Konzentration (10) dargestellt. Als Ladekontrolle diente -Actin.
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Abbildung 3.12: Densitometrische Analyse der Western Blots von Jurkat-Zellen (s. Abb. 3.11).
Die Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen mit Progesteron stimuliert. An den Tagen 7 und 14
wurden Proben entnommen, die Zellen gezdhlt und lysiert. Mittels Immunoblot wurde die PI3K-
Expression untersucht. Dargestellt sind die Proben von Tag 7 (7d) und Tag 14 (14d) des Versuchs
jeweils fiir die Kontrolllysate und die Lysate von 1uM bzw. 10 pM Progesteron (Pg)-Konzentration.

Der jeweilige Schwirzungsgrad ist normiert auf f-Actin.

Wie in der Literatur bereits beschrieben, konnte auch in dieser Arbeit nach Stimulation von
Jurkat-Zellen mit Progesteron eine verringerte Zellzahl im Vergleich mit Kontrollzellen
beobachtet werden (Abb. 3.13). Der Anteil toter Zellen an der Gesamtzellzahl stieg im
Verlauf der Stimulation an, zeigte aber bei Jurkat-Zellen unter Zugabe von Aktivkohle-
behandeltem FCS (Charcoal-stripped, CS-FCS) keine Unterschiede zwischen Kontrolle und
Progesteron-Zusatz (Abb. 3.14). Der Einfluss von Progesteron auf die Zellzahl kann als

Kontrolle fur die Wirksamkeit des Hormons betrachtet werden.
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Abbildung 3.13: Darstellung der Zellzahl von Jurkat-Zellen im Verlauf der Progesteron-
Stimulation unter Zusatz von CS-FCS (10%). Jurkat-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen
mit 1 bzw. 10 uM Progesteron (Pg) stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol (0,1%). An
den Tagen 3, 7, 10 und 14 der Stimulation wurden die Zellen als Doppelbestimmung gezihlt. Mittels
Trypanblau-Férbung wurden lebende von toten Zellen differenziert. Dargestellt ist die Zahl der

lebenden Zellen als Mittelwert mit Standardabweichung.
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Abbildung 3.14: Anteil der toten Zellen an der Gesamtzellzahl im Verlauf der Progesteron-
Stimulation unter Zusatz von CS-FCS (10%). Jurkat-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen
mit 1 bzw. 10 uM Progesteron (Pg) stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol (0,1%). An
den Tagen 3, 7, 10 und 14 der Stimulation wurden die Zellen als Doppelbestimmung gezihlt. Mittels
Trypanblau-Férbung wurden lebende von toten Zellen differenziert. Dargestellt ist der Anteil der toten

Zellen als Mittelwert mit Standardabweichung.
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3.3.2 Stimulation von U937-Zellen

Die PI3K-Expression in U937-Zellen wurde nach Progesteron-Stimulation im Western Blot
untersucht (Abb. 3.15). Wie durch densitometrische Analyse verdeutlicht werden konnte sank
das Expressionsniveau von pl10a in Relation zur Kontrolle an Tag 14 der Stimulation auf
etwa 57%, wihrend es an Tag 7 oberhalb der Kontrolle lag (Abb. 3.16). Ein &hnliches Muster
zeigte sich fiir p110y mit einer Verminderung um etwa 50% bezogen auf die Kontrollzellen
an Tag 14 (Abb. 3.16). Keine so deutliche Expressionsinderung konnte fiir p110p3 und o

beobachtet werden.
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Abbildung 3.15: Western Blot aus Lysaten von U937-Zellen. U937-Zellen wurden iiber eine Dauer
von 14 Tagen mit Progesteron stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol (0,1%). Dem
Kulturmedium wurde CS-FCS (10%) zugesetzt. An Tag 7 und Tag 14 der Stimulation wurden die
Zellen gezdhlt und Proben entnommen. Die Zellen wurden lysiert und im Immunoblot auf die PI3K-
Expression hin untersucht. Es sind jeweils ein Kontrolllysat (K) und Lysate von 1 uM Progesteron- (1)

bzw. 10 uM Progesteron-Konzentration (10) dargestellt. Als Ladekontrolle diente B-Actin.
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Abbildung 3.16: Densitometrische Analyse der Western Blots von U937-Zellen (s. Abb. 3.15).
Die Zellen wurden tiber eine Dauer von 14 Tagen mit Progesteron stimuliert. An den Tagen 7 und 14
wurden Proben entnommen, die Zellen gezdhlt und lysiert. Mittels Immunoblot wurde die PI3K-
Expression untersucht. Dargestellt sind die Proben von Tag 7 (7d) und Tag 14 (14d) des Versuchs
jeweils fiir die Kontrolllysate und die Lysate von 1uM bzw. 10 pM Progesteron (Pg)-Konzentration.

Der jeweilige Schwirzungsgrad ist normiert auf B-Actin.

Wie bei Jurkat-Zellen konnte auch bei U937-Zellen eine verringerte Zellzahl nach Stimulation
mit Progesteron beobachtet werden (Abb. 3.17). Dies ging bei der monozytischen Zelllinie
jedoch mit einem erhohten Anteil toter Zellen einher (Abb. 3.18). Beide Effekte waren

deutlich konzentrationsabhingig.
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Abbildung 3.17: Darstellung der Zellzahl von U937-Zellen

im Verlauf der Progesteron-

Stimulation unter Zusatz von CS-FCS (10%). U937-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen

mit 1 bzw. 10 uM Progesteron (Pg) stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol (0,1%). An

den Tagen 3, 7, 10 und 14 der Stimulation wurden die Zellen als Doppelbestimmung gezihlt. Mittels

Trypanblau-Férbung wurden lebende von toten Zellen differenziert. Dargestellt ist die Zahl der
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Abbildung 3.18: Anteil der toten Zellen an der Gesamtzellzahl im Verlauf der Progesteron-

Stimulation unter Zusatz von CS-FCS (10%). U937-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen

mit 1 bzw. 10 uM Progesteron (Pg) stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol (0,1%). An

den Tagen 3, 7, 10 und 14 der Stimulation wurden die Zellen als Doppelbestimmung gezihlt. Mittels

Trypanblau-Féarbung wurden lebende von toten Zellen differenziert. Dargestellt ist der Anteil der toten

Zellen als Mittelwert mit Standardabweichung.
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Die Behandlung mit Aktivkohle entzieht dem Serum neben den Steroidhormonen auch fiir das
Zellwachstum unverzichtbare Wachstumsfaktoren. Aus diesem Grund wurde die Progesteron-
Stimulation von U937-Zellen in einer weiteren Versuchsreihe unter Zusatz von normalem
FCS durchgefiihrt. Der Entzug der Wachstumsfaktoren bewirkte eine deutlich schwicher
ausgepragte Vervielfachung der Zellen unter Zusatz von CS-FCS im Vergleich zur
Kultivierung mit normalem FCS (Abb. 3.17 und 3.21). Nach 14 Tagen hatten sich die
Kontrollzellen unter CS-FCS etwa um den Faktor 700 vermehrt, unter normalem FCS betrug
der Faktor etwa 2000. Da die Progesteron-Konzentration laut Herstellerangaben bei 0,8 nM
liegt, ist bei Stimulationskonzentrationen von 1 bzw. 10 uM eine verfilschende Wirkung
durch das Serum-Progesteron nicht anzunehmen.

Die Analyse der PI3K-Expression im Western Blot zeigte fiir p110a, B und y keine
Veranderung. Fiir p110d lieB3 sich eine um den Faktor 1,8 erhdhte Expression an Tag 14 nach

Stimulation mit 10 uM Progesteron beobachten (Abb. 3.19 und 3.20).
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Abbildung 3.19: Western Blot von U937-Zelllysaten unter Zusatz von normalem FCS (10%).
U937-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen mit Progesteron stimuliert. Als Losungsmittel-
Kontrolle diente Ethanol (0,1%). An Tag 3 und Tag 14 der Stimulation wurden die Zellen gez&hlt und
Proben entnommen. Die Zellen wurden lysiert und im Immunoblot auf die PI3K-Expression hin
untersucht. Es sind jeweils ein Kontrolllysat (K) und Lysate von 1 uM Progesteron- (1) bzw. 10 uM
Progesteron-Konzentration (10) dargestellt. Als Ladekontrolle diente B-Actin.
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Abbildung 3.20: Densitometrische Analyse der Western Blots von U937-Zellen (s. Abb. 3.19).
Die Zellen wurden iiber eine Dauer von 14 Tagen mit Progesteron stimuliert. An Tag 3 und Tag 14
wurden Proben entnommen, die Zellen gezdhlt und lysiert. Mittels Immunoblot wurde die PI3K-
Expression untersucht. Dargestellt sind die Proben von Tag 3 (3d) und Tag 14 (14d) des Versuchs
jeweils fiir die Kontrolllysate und die Lysate von 1uM bzw. 10 uM Progesteron (Pg)-Konzentration.

Der jeweilige Schwirzungsgrad ist normiert auf f-Actin.

Auch unter Zusatz von normalem FCS zum Kulturmedium lie sich bei U937-Zellen eine
Verminderung der Zellzahl nach Progesteron-Stimulation im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachten (Abb. 3.21). Unter dem Einfluss von 10 uM Progesteron zeigte sich ebenfalls ein
erhohter Anteil toter Zellen an der Gesamtzellzahl (Abb. 3.22). Dieser Einfluss war zeit- und
konzentrationsabhdngig und wurde als Kontrolle fiir die Wirksamkeit des Progesterons

genutzt.
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Abbildung 3.21: Darstellung der Zellzahl von U937-Zellen im Verlauf der Progesteron-
Stimulation unter Zusatz von normalem FCS (10%). U937-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14
Tagen mit 1 bzw. 10 pM Progesteron (Pg) stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol
(0,1%). An den Tagen 3, 7, 10 und 14 der Stimulation wurden die Zellen als Doppelbestimmung
gezdhlt. Mittels Trypanblau-Fiarbung wurden lebende von toten Zellen differenziert. Dargestellt ist die
Zahl der lebenden Zellen als Mittelwert mit Standardabweichung.
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Abbildung 3.22: Anteil der toten Zellen an der Gesamtzellzahl im Verlauf der Progesteron-
Stimulation unter Zusatz von normalem FCS (10%). U937-Zellen wurden iiber eine Dauer von 14
Tagen mit 1 bzw. 10 uM Progesteron (Pg) stimuliert. Als Losungsmittel-Kontrolle diente Ethanol
(0,1%). An den Tagen 3, 7, 10 und 14 der Stimulation wurden die Zellen als Doppelbestimmung
gezihlt. Mittels Trypanblau-Farbung wurden lebende von toten Zellen differenziert. Dargestellt ist der
Anteil der toten Zellen als Mittelwert mit Standardabweichung.
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In den Experimenten zum Einfluss von Progesteron auf die PI3K-Expression in Jurkat- und
U937-Zellen zeigte sich ein sehr heterogenes Bild. Auffillig war ein verringertes
Expressionsniveau von pl10a bei 10 pM Progesteron-Konzentration in Relation zu den
Kontrollzellen. Dies zeigte sich sowohl bei Jurkat-Zellen an Tag 7 und Tag 14 als auch bei
U937-Zellen an Tag 14 der Stimulation, jeweils unter Zusatz von CS-FCS. Eine solche
Expressionsminderung wurde ebenfalls fiir p110y in U937-Zellen nach 14 Tagen Stimulation
beobachtet. In U937-Zellen konnte unter Zusatz von normalem FCS keine Verminderung,
sondern eher eine gesteigerte pl10a-Expression beobachtet werden. Hier zeigte sich des
Weiteren ein erhohtes Expressionsniveau von p1106 nach 14 Tagen Progesteron-Stimulation
(10 uM).

Allen Versuchsreihen war gemein, dass die Progesteron-Stimulation mit einer
Verminderung der Zellzahl in Relation zur Kontrollgruppe einherging. Dieser Effekt war
unterschiedlich stark ausgepragt und unter Zusatz von CS-FCS deutlich schwicher als mit
normalem FCS. Teilweise konnte zusétzlich zum verminderten Zellwachstum eine Erhdhung

des Anteils toter Zellen an der Gesamtzellzahl beobachtet werden.
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4 Diskussion

Phosphatidylinositol-3-Kinasen sind Lipidkinasen, die eine Schliisselrolle in den
verschiedensten Funktionskreisen von Zellen spielen. So beeinflussen die vier Isoformen der
Klasse 1 PI3K in wunterschiedlichem Malle u.a. den Metabolismus (z.B. Glucose-
Stoffwechsel), das Wachstum, die Entwicklung und die Migration von Zellen. Wahrend die
Isoformen pl10a und pl10B ubiquitdr exprimiert werden, kommen pl10y und pl1106
vorrangig in Leukozyten vor (Vanhaesebroeck et al. 1997b). In den letzten Jahren konnte ihre
Expression auch u.a. in Endothelzellen (p110y) und Neuronen (p1106) nachgewiesen werden
(Yu und Sato 1999, Eickholt et al. 2007). P110y und p1106 wird eine groe Bedeutung fiir die
Entwicklung und Funktion von Immunzellen beigemessen.

Weil ein Embryo genetisches Material des Vaters enthélt, miisste er theoretisch vom
miitterlichen Organismus als fremd erkannt und abgestoBen werden. Damit dies nicht
geschieht, muss die Immunreaktion der Mutter wéihrend einer Schwangerschaft moduliert
werden. Einen besonderen Einfluss auf diese Modulation iibt das weibliche Sexualhormon
Progesteron aus. Vermittelt durch PIBF werden verschiedene Mechanismen initiiert, die den
Embryo schiitzen (vgl. 1.2). Jedoch werden die beteiligten Regulationsprozesse noch immer
kontrovers diskutiert und vieles ist nach wie vor unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es zu priifen, ob wihrend einer Schwangerschaft auch die PI3K
in Leukozyten einer Regulation unterliegen und dadurch {iber eine Modulation der

Immunreaktion zum Schutz des Embryos beitragen kénnten.

4.1 Murine Milzzellen

Die Ergebnisse des ersten Teils dieser Arbeit zeigen, dass PI3K wihrend der Graviditit in
Maus-Milzzellen keiner deutlichen Regulation unterliegen. Mit RT-PCR und Western
Blotting konnte durch zwei unabhingige Methoden gezeigt werden, dass weder mRNA- noch
Protein-Gehalt der PI3K in den Milzzellen relevante Verdnderungen aufweisen. Eine leicht
verstirkte Expression aller 4 Isoformen an Tag 8 der Graviditdt wurde beobachtet (Abb. 3.3).
Der verminderte Phosphorylierungsgrad von Akt im Verlauf der Graviditdt deutet auf
eine reduzierte Aktivierung des PI3K-Signalweges hin (Abb. 3.5). In den Untersuchungen hat
sich keine verminderte Expression der katalytischen Untereinheiten der PI3K gezeigt. Es

besteht deshalb Grund zur Annahme, dass die pAkt-Minderung nicht bedingt ist durch eine
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verminderte PI3K-Aktivitidt, welche durch eine Expressionsdnderung hervorgerufen wird.
Andere Mechanismen miissen verantwortlich sein. Eine Moglichkeit wire eine verstédrkte
Aktivitdit von PTEN oder SHIP, welche durch Dephosphorylierung von PI-(3,4,5)-P; die
Signalkaskade zur Aktivierung von Akt unterbrechen wiirden (Hawkins et al. 2006). Dieser
Mechanismus wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Des Weiteren ist zu beachten, dass auch eine Expressionsidnderung der regulatorischen
Untereinheit denkbar ist. In einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass in
endometrialen Stromazellen in vitro durch Ausschaltung des Progesteron-Rezeptors eine
Herunterregulation des p85a-Gens erfolgt (Cloke et al. 2008). Dies scheint unserer
Beobachtung der eher verminderten Aktivitdt des PI3K/Akt-Signalweges durch Progesteron-
Einfluss zu widersprechen (vgl. 3.2 und 3.3). Jedoch beziehen sich die Ergebnisse von Cloke
et al. (2008) auf in vitro-Untersuchungen an endometrialen Stromazellen, sodass eine direkte
Ubertragung auf diese Arbeit nicht sinnvoll ist. Vor diesem Hintergrund scheint es jedoch
denkbar, dass Progesteron auch in anderen Zelltypen die regulatorische Untereinheit der

PI3K beeinflusst.

Die Milz gehort zu den sekundédren lymphatischen Organen und kann als représentatives
Organ fiir die systemische Immunitit angesehen werden. Es ist jedoch zu beachten, dass
immunologische Verdnderungen widhrend einer Schwangerschaft vor allem und am
deutlichsten am Ort des Geschehens, also an der maternal-fetalen Grenzfliache, d.h. in der
Plazenta, lokalisiert sind. Hier betrdgt die Progesteron-Konzentration etwa das Zehnfache der
Serumkonzentration (Konzentration im Uterusgewebe wihrend einer Schwangerschaft: 7 uM,
Serumkonzentration wihrend einer Schwangerschaft 0,7 uM) (Mourdjeva et al. 2006).

Aus diesem Grund kann man aus der fehlenden Regulation der PI3K-Expression
und -Aktivitdt in Milzzellen noch nicht darauf schlieBen, dass generell die Lipidkinasen
keiner Verdnderung wahrend der Graviditdt unterliegen. Eine Untersuchung der plazentaren
Leukozyten auf die Expression der PI3K wire demnach erforderlich, war aber im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr moglich.

Es lasst sich zusammenfassend formulieren, dass wihrend der Graviditit bei Méausen
keine systemische Verdnderung der PI3K-Expression in Leukozyten erfolgt. Weitere
Untersuchungen zur Kldrung der Ursache der pAkt-Verminderung und zu

Expressionsdnderungen in Leukozyten der Plazenta sind erforderlich.
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4.2 Humane mononukleire Zellen des peripheren Blutes

Humane mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von schwangeren Frauen in
verschiedenen Stadien der Graviditdt und von nicht schwangeren Frauen wurden auf die
Expression der Klasse I PI3K untersucht. Die Ergebnisse aus RT-PCR und Western Blotting
zeigten eine Expressionsminderung der katalytischen Untereinheit pl110o im zweiten und
dritten Trimenon auf 50 bzw. 25% (Abb. 3.8). Die Isoformen p110p, y und d blieben dagegen
unverindert.

Die verschiedenen Rollen und Funktionen, die die einzelnen Isoformen der PI3K in
Zellen iibernehmen, sind noch weitgehend ungekldrt. Das betrifft insbesondere pl110a und
pl10B, da knock-out Miause dieser Isoformen nicht lebensfdhig sind und deshalb fiir
Untersuchungen nicht zur Verfligung stehen (Bi et al. 1999, Bi et al. 2002).

In einer Studie wurde jedoch gezeigt, dass die Isoformen p110a und p110p im Insulin-
Stoffwechsel nicht redundante Funktionen besitzen (Knight et al. 2006). Lee et al. (2007)
konnten belegen, dass p110a in Monozyten eine entscheidende Rolle bei Phagozytose und bei
der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies spielt. Andere Studien zeigten Isoform-
spezifische Wirkungen von pll0y (u.a. Migration und Funktion von neutrophilen
Granulozyten, T-Zell-Entwicklung) und p110d (u.a. Differenzierung von B-Zellen, Reaktion
auf B-Zell-Rezeptor-Aktivierung) in Leukozyten (Sasaki et al. 2000, Hirsch et al. 2000,
Okkenhaug et al. 2002). Im Einklang mit diesen Erkenntnissen ist eine selektive Funktion und
Regulation von p110a in Leukozyten wihrend einer Schwangerschaft wahrscheinlich.

Konsequenzen dieser Regulation fiir die Funktion miitterlicher Leukozyten sind bisher
noch unbekannt. In der bereits erwédhnten Studie von Lee et al. (2007) wurde auch ein
Einfluss von pl110a auf die Zytokin-Produktion von Monozyten festgestellt. Die Autoren
konnten zeigen, dass in THP-1-Zellen (einer humanen monozytischen Zelllinie) durch
Ausschaltung von pl110a mittels shRNA die Sekretion von TNFa und IL-10 gesteigert war,
wihrend die von IL-12p40 und IL-6 verringert wurde. Andere PI3K-Isoformen konnten dies
nicht kompensieren. Interessant ist, dass dieses Regulationsmuster von IL-10 und IL-12p40
der Situation entspricht, die wahrend einer Schwangerschaft vorliegt, wohingegen TNFa und
IL-6 gegensédtzlich moduliert werden (Velez et al. 2008, Druckmann und Druckmann 2005).
Es wire demnach denkbar, dass pll10a einige Zytokine reguliert, wohingegen andere
Zytokine vorrangig liber andere Signalwege kontrolliert werden.

Da die Akt-Phosphorylierung im Verlauf der Graviditdt nur unwesentlich abnimmt

(Abb. 3.9 und 3.10), ist anzunehmen, dass hier andere PI3K als p110a diese Proteinkinase
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kontrollieren. Diese Beobachtung lédsst eine groere Bedeutung fiir spezifische und lokale
Anderungen in der Protein-Aktivitit vermuten. Die Gesamt-Menge von aktiviertem Protein
scheint hier eine geringere Rolle zu spielen. Die Lokalisation von Signalmolekiilen in einer
Zelle ist sehr variabel. Auch im PI3K/Akt-Signalweg stellt die Rekrutierung vom Zytosol zur
Zellmembran fiir viele Proteine einen entscheidenden Schritt zur Aktivierung dar (Lawlor und
Alessi 2001). Das bedeutet, dass auch auf dieser Ebene die Aktivitdt der Signalkaskade

reguliert werden kann.

Die erste kritische und entscheidende Situation, in der der Embryo dem miitterlichen
Immunsystem ausgesetzt ist, ist die Implantation der Blastozyste in das Endometrium. Das
bedeutet, dass gleich zu Beginn der Schwangerschaft Mechanismen greifen miissen, um die
Frucht zu schiitzen. Aus diesem Grund wére es interessant gewesen, auch Proben von
schwangeren Frauen im ersten Trimenon zu untersuchen. Dies war jedoch in dieser Arbeit
nicht moglich, da Frauen in den ersten Monaten einer unkompliziert verlaufenden Graviditét
in der Regel nicht stationdr im Klinikum aufgenommen werden und deshalb keine Proben zur
Verfiigung standen.

Bei der Betrachtung der Expression der PI3K-Isoformen muss bedacht werden, dass
nur die Gesamtmenge Protein aus allen Zellen des Lysats abgebildet wird. Im Rahmen dieser
Pilotstudie wurde vernachlédssigt, dass sich das Lysat aus verschiedenen Zellen
zusammensetzt. Es ist jedoch durchaus denkbar, dass auf zellulirer Ebene bestimmte
Molekiile reguliert werden, diese Effekte aber durch entgegengesetzte Regulation in anderen
Zelltypen verschleiert werden. Eine Untersuchung der Zellzusammensetzung (z.B. mittels
FACS) bzw. eine Untersuchung einzelner Zelltypen nach positiver Selektion durch MACS
wiére deshalb hilfreich, liberstieg aber den Umfang dieser Arbeit.

Des Weiteren spiegeln auch humane PBMC dhnlich wie Maus-Milzzellen lediglich die
systemische Immunitit wider und geben keinen Einblick in lokale Anpassungsvorginge in der
Plazenta. Weiterfiihrende Untersuchungen sollten sich deshalb mit der genaueren Betrachtung
der ortsstindigen Immunzellen in der Plazenta beschéiftigen. Da dies jedoch bei Menschen aus
technischen und ethischen Griinden im Verlauf einer gesunden Schwangerschaft nur schwer

mdglich ist, wird man vornehmlich auf Tiermodelle zuriickgreifen miissen.

Alles in allem ldsst sich feststellen, dass wihrend einer Schwangerschaft in humanen PBMC

eine selektive Herunterregulation der PI3K pl10a erfolgt, deren Bedeutung jedoch bisher
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unklar ist. Es sind weitere Zelltyp-spezifische Untersuchungen — auch von Proben im ersten
Trimenon und von Plazentae — zur Klidrung der Regulationsmechanismen und -konsequenzen

erforderlich.

4.3 Einfluss von Progesteron auf die PI3K-Expression in Zelllinien

Der dritte Teil dieser Arbeit bestand darin, mdgliche Einfliisse des Sexualhormons
Progesteron auf die PI3K-Expression in vitro anhand von Zellkulturexperimenten zu
untersuchen. Dabei wurden eine T-Zelllinie (Jurkat) und eine Monozyten-Zelllinie (U937)
jeweils mit zwei verschiedenen Progesteron-Konzentrationen iiber einen Zeitraum von 14
Tagen kultiviert. Die Konzentrationen entsprachen etwa denen, die wéhrend -einer
Schwangerschaft im peripheren Blut der Mutter bzw. an der maternal-fetalen Grenzflache
auftreten (vgl. 2.3.6).

Im Einklang mit anderen Verdffentlichungen konnte dabei ein wachstumshemmender
Einfluss von Progesteron auf Immunzellen beobachtet werden, der teilweise mit einem
erhohten Anteil an toten Zellen einherging (Abb. 3.13, 3.14, 3.17, 3.18, 3.21, 3.22)
(McMurray et al. 2001, Thongngarm et al. 2003). In den genannten Studien wurden die
Zelllinien zum Teil mit supraphysiologischen Hormonkonzentrationen stimuliert, dennoch ist
dieser Effekt auch bei niedrigeren Konzentrationen, wie sie hier verwendet wurden,
vorhanden.

Dem Kulturmedium wurde Aktivkohle-behandeltes, hormonfreies FCS (CS-FCS)
zugesetzt, um einen Einfluss der in normalem Serum vorhandenen Hormone auszuschlieBen.
Laut Herstellerangaben betréigt jedoch die Konzentration von Progesteron im FCS 0,25 ng/ml
(0,8 nM), sodass bei Stimulationskonzentrationen von 1 bzw. 10 uM eine verfidlschende
Wirkung durch das Serum nicht anzunehmen ist. Durch die Aktivkohle-Behandlung werden
dem Serum allerdings neben den Steroidhormonen auch fiir das Zellwachstum unverzichtbare
Wachstumsfaktoren entzogen. Dadurch ist die Vervielfachung der Zellen unter Zusatz von
CS-FCS im Vergleich zu normalem FCS um fast 60% vermindert (Abb. 3.17 und 3.21). Aus
diesen Griinden wurde die Progesteron-Stimulation von U937-Zellen unter Zusatz von
normalem FCS wiederholt.

Doch zunichst sollen hier die Untersuchungen mit CS-FCS angefiihrt werden. Jurkat-
Zellen, welche mit Progesteron stimuliert worden waren, zeigten bei einer Konzentration von

10 uM nach 7 bzw. 14 Tagen eine Absenkung des Expressionsniveaus auf 48 bzw. 43% fiir
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pl10a bezogen auf die Kontrollzellen (Abb. 3.11 und 3.12). Hingegen blieb die Expression
von pl10B, v und & weitgehend unveréndert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der
beobachteten selektiven Verminderung der pl10a-Expression in humanen mononukledren
Zellen des peripheren Blutes wihrend der Schwangerschaft (vgl. 3.2 und 4.2). Auch in
U937-Zellen fand sich eine solche Expressionsminderung von pl10a nach 14 Tagen
Progesteron-Stimulation. Hier zeigte sich nach 14 Tagen zusétzlich eine Verringerung der
Expression von p110y (Abb. 3.15 und 3.16).

Welche Konsequenzen diese Regulation von p110a und zum Teil auch p110y in den
Zelllinien hat, ist unklar. Man kann spekulieren, dass sie mit der schwécher ausgepriagten
Vervielfachung der Zellen in Zusammenhang steht und/oder mit dem erhdhten Anteil toter
Zellen. Ob es solch eine Verbindung gibt, muss in weiteren Untersuchungen gepriift werden.

Hier lohnt es sich, noch einmal einen Blick auf die Unterschiede zwischen den
Stimulationen unter Zusatz von CS-FCS bzw. normalem FCS zu werfen. CS-FCS-Zugabe
verringerte das gesamte Zellwachstum, weil dem Serum wichtige Wachstumsfaktoren
entzogen worden sind. Die hemmende Wirkung des Progesterons war in diesen Experimenten
weniger stark ausgeprdgt, das heiit die Unterschiede zwischen der Vervielfachung der
stimulierten und der Kontrollzellen waren geringer (Abb. 3.17 und 3.21). Das konnte
bedeuten, dass Progesteron an Wirkung verloren hat, da gewissermallen die Angriffsfldche
verkleinert war. Auffillig ist aber nun, dass unter Zusatz von normalem FCS das Wachstum
zwar stirker war, der Einfluss von Progesteron auf pl10a aber dem in den anderen
Versuchsreihen entgegengesetzt scheint. Wéhrend nach Progesteron-Stimulation unter Zusatz
von CS-FCS die Expression von pl10a sinkt (Abb. 3.12 und 3.16), war sie in U937-Zellen
unter Zusatz von normalem FCS nicht vermindert, sondern zeigte eine steigende Tendenz
(Abb. 3.20). Es bleibt nun also die Frage, welche Effekte tatsdchlich auf Progesteron
zurickzufiihren sind, welchen Einfluss Wachstumsfaktoren haben und welche Mechanismen

unter den jeweiligen Bedingungen die ablaufenden Prozesse bestimmen.
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5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Methoden untersucht, ob
Phosphatidylinositol-3-Kinasen in Leukozyten wiahrend der Schwangerschaft einer
Regulation unterliegen und inwieweit sie an der Modulation des maternalen Immunsystems
beteiligt sein konnten.

Zu diesem Zweck wurden Maus-Milzzellen und humane mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) isoliert. Mittels Western Blotting und RT-PCR wurde die PI3K-
Expression analysiert. Es stellte sich heraus, dass die Isoform p110a in humanen PBMC im
Verlauf der Schwangerschaft vermindert exprimiert wird. Die anderen Isoformen p1108, vy
und o unterliegen keiner Verdnderung und auch in Mausmilzen konnte keine deutliche
Regulation beobachtet werden. Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass die
Hormonkonzentrationen von Estradiol und Progesteron, welche vornehmlich die Modulation
des miitterlichen Immunsystems bewirken, in der Peripherie nicht so stark erhoht sind wie an
der maternal-fetalen Grenzflache in der Plazenta (Faktor 10). Es ist deshalb wahrscheinlich,
dass sich - sofern eine Verdanderung der PI3K-Expression auftritt - nur lokale Effekte zeigen,
welche im Rahmen dieser Arbeit an Primédrmaterial nicht untersucht werden konnten.

In den Zellkultur-Experimenten sollte anhand einer monozytischen und einer
T-Zelllinie ein moglicher direkter Einfluss von Progesteron auf die PI3K-Expression
untersucht werden.

Die Expression von pl10a war sowohl in U937- als auch in Jurkat-Zellen nach
Stimulation mit 10 uM Progesteron unter Zusatz von CS-FCS nach 14 Tagen deutlich
vermindert. Dies steht im Einklang mit der selektiven Expressionsminderung von p110a in
humanen PBMC. Es ist zu beachten, dass sich die PBMC aus verschiedenen Zellarten
zusammensetzen. Deshalb stellt sich die Frage, in welchen dieser Zellen eine Regulation
stattfindet und wie diese induziert wird. Dazu miissen mechanistische Untersuchungen an
Primirmaterial oder auch in Zellkulturmodellen folgen.

Auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit besteht die Vermutung, dass PI3K Bestandteil
eines Regulationsmechanismus des maternalen Immunsystems sein konnen. Eine besondere
Rolle kommt hierbei wohl p110a zu. Jedoch miissen sich hier ebenfalls weitere Studien
anschliefen, welche die plazentaren Verdnderungen untersuchen und neben der Expression
und Aktivitdt der (katalytischen Untereinheit der) PI3K selbst auch noch andere beteiligte
Signalmolekiile betrachten. Besondere Aufmerksamkeit sollte dabei PTEN und SHIP als
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negativen Regulatoren der Signalkaskade und der regulatorischen Untereinheit p85a
geschenkt werden.

Die Erforschung der Immunmodulation wéhrend einer Schwangerschaft ist von
grolem Interesse, da diesbeziigliche Fehlregulationen eine hiufige Ursache ungewollter
Kinderlosigkeit bzw. wiederholter Fehlgeburten darstellen. Die Kldrung von
Regulationsmechanismen  konnte in  weiteren  Schritten zur Entwicklung von
Therapiemoglichkeiten fiihren, mit denen Frauen, die wiederholt Fehlgeburten haben,
geholfen werden konnte.

Dieser Gedanke ldsst sich auch auf das Gebiet der Transplantationsmedizin
tibertragen. Eine TransplantatabstoBung ist der Rejektion eines Embryos sehr dhnlich. Ein
Organ wird vom Immunsystem des Empfangers als fremd erkannt und bekidmpft.
Erkenntnisse bei der Erforschung der Immuntoleranz in einer Schwangerschaft konnen
folglich auch fiir die Prdavention und/oder Therapie von Transplantationskomplikationen

niitzlich sein.
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