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1. Einleitung

I. EINLEITUNG

Hohe Fruchtbarkeitsraten bei Milchkiihen stellen aufgrund ihres Einflusses sowohl
auf das Tierwohl als auch auf diec Wirtschaftlichkeit der Betricbe eine grofie
Herausforderung fiir die Veterindrmedizin und die Milchviehindustrie dar. Thre
Aufrechterhaltung ist eine wichtige Aufgabe fiir jeden landwirtschaftlichen Betrieb
und dessen betreuenden Veterindr. Trotz hoher Fertilisationsraten von ca. 90 %,
kommt es nur bei 40-55 % der Tiere zu einer erfolgreichen Kalbung (SCREENAN
und DISKIN, 1986; DISKIN et al., 2006). Die Folge sind hohe Remontierungsraten
aufgrund von Fertilitdtsstérungen, die sich laut Literatur auf bis zu 20 % belaufen
konnen (BASCOM und YOUNG, 1998; BUGUEIRO et al., 2019). Der Hauptanteil
der Trachtigkeitsverluste findet zwischen Tag 8-16 post conceptionem (p.c.) statt
und wird auf 70-80 % geschitzt (SCREENAN und DISKIN, 1986; DISKIN et al.,
2006). In diesem praimplantativen Zeitraum findet 16-17 Tage p.c. die maternale
Trachtigkeitserkennung statt, welche durch das embryonale Signal Interferon tau
(IFN 1) vermittelt wird (BETTERIDGE et al., 1980; NORTHEY und FRENCH,
1980). Die Griinde fiir eine reduzierte Fruchtbarkeit bei Milchkithen sind
multifaktoriell und komplex. Héufige Ursachen fiir Subfertilitdt beim Milchrind sind
klassische Erkrankungen postpartum (p.p.) wie Nachgeburtsverhaltung, Mastitis,
Metritis und Endometritis. Entziindliche Prozesse innerhalb der Gebérmutter sind
meist bakteriellen Ursprungs, konnen aber auch durch virale Infektionen verursacht

oder begiinstigt werden (WATHES et al., 2020).

Die Beeintrachtigung der uterinen Rezeptivitit infolge einer Infektion konnte darin
begriindet sein, dass die IFN t-Signaltransduktion nicht ausreichend vermittelt wird
und somit die erfolgreiche maternale Erkennung der Trichtigkeit ausbleibt. Ein

Grund dafiir konnte der Wettbewerb um die Besetzung des IFN t Rezeptors sein, der
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durch Mitglieder derselben Interferongruppe, z.B. Interferon alpha (IFN o), genutzt
wird. Eine Konkurrenzsituation zwischen IFN t und anderen Interferonen um freie
Rezeptorstellen konnte damit zur Behinderung der Tréichtigkeitsetablierung und

Subfertilitit bei betroffenen Tieren fiihren.

Fiir die ndhere Untersuchung dieses komplexen Themengebietes sind etablierte
in vitro-Modelle erforderlich, mit denen in vivo-Zustinde realititsnah abgebildet
werden  konnen, um  Zusammenhdnge zwischen  Entziindung und

Tréchtigkeitsetablierung untersuchen zu kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb ein hoch definiertes endometriales

Explantmodell einzufiihren, um:

e die Induzierbarkeit der Typ-1 Interferon Rezeptoruntereinheiten zu testen,

e cine Konkurrenzsituation zwischen dem embryonalen Signal IFN t und

anderen Typ-1 Interferonen (exemplarisch IFN o) nachzuahmen,

® klassische und nicht-klassische Typ-1 Interferon-Signalwege mithilfe

ausgewihlter Zielgene abzubilden.
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I1. LITERATURUBERSICHT
1. Storung der frithen embryo-maternalen Kommunikation
beim Rind

Die embryo-maternale Kommunikation bezeichnet den Austausch von
Informationen und Signalen zwischen Embryo und Muttertier und dient unter
anderem der Vorbereitung, Erkennung, Etablierung und Aufrechterhaltung der
Trachtigkeit. Beim Rind wandert die befruchtete Eizelle nach erfolgreicher
Fertilisation in der Ampulle des Eileiters (Tag 0 p.c.) in Richtung Uterushornspitze.
Neueste Studien deuten darauf hin, dass bereits im Eileiter eine wechselseitige
Kommunikation zwischen Embryo und Muttertier stattfindet (BANLIAT et al.,
2020). Ein positiver Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung des Embryos
durch das Eileiter-Milieu konnte bereits nachgewiesen werden (RIZOS et al., 2018).
Weitere Untersuchungen lieferten bisher nur Hinweise auf die Beeinflussung des
Eileitergewebes durch den Embryo (BUHI, 2002; MAILLO et al., 2015). Die

wechselseitige Kommunikation ist daher noch nicht eindeutig belegt.

Ob in diesem frithen Abschnitt der embryonalen Entwicklung ein tatsdchlicher
Austausch von Signalen zwischen Embryo und maternalem Eileiter stattfindet,
bedarf weiterer Forschung. Weitaus detaillierter untersucht ist die embryo-maternale
Kommunikation im Zielorgan Gebarmutter. Die Schliisselelemente des
Signalaustausches zwischen Embryo und Muttertier wahrend des praimplantativen
Stadiums der Friihtrachtigkeit und deren infektionsassoziierte Beeintrachtigung soll

im Folgenden néher erdrtert werden.
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1.1. Embryo-maternale Kommunikation

An Tag 3-4 p.c. befindet sich der bovine Embryo im 8/16-Zell-Stadium. In diesem
Stadium erreicht der Embryo die Gebarmutter und entwickelt sich dort durch weitere
Zellteilungsschritte zur Morula (Tag 5/6 p.c.) und Blastozyste (Tag 7/8 p.c.)
(HACKETT et al.,, 1993). Diese Entwicklungsstufen durchlduft der Embryo
unabhéngig von dem umgebenden uterinen Milieu. Nach Austritt aus der Zona
pellucida (Tag 9/10 p.c.) (FLECHON und RENARD, 1978) wird die Entwicklung
des kugelformigen Embryos mallgeblich von maternaler Seite beeinflusst. Dabei
sind die ausreichende Sekretion des glanduldren Uterusepithels sowie die
Zusammensetzung dieses Sekretes essentiell fiir das Wachstum und die Entwicklung
des Embryos (GRAY et al., 2001; CLEMENTE et al., 2009). Durch Elongation
formt sich der Embryo erst zum ovoiden (Tag 12 p.c.), dann tubulédren (Tag 14 p.c.)
und schlieBlich zum filamentdsen Embryo (Tag 16-18 p.c.) (WINTERS et al., 1942;
GILLER et al., 2018). Die duflerste Zellschicht bezeichnet man als Trophektoderm,
das im direkten Kontakt zum umgebenden uterinen Milieu steht. In den
mononukleédren Zellen des Trophektoderms wird IFN t gebildet. Dieses Interferon
stellt beim Rind das Schliisselsignal der embryo-maternalen Kommunikation dar.
Durch Freisetzung von IFN t in das uterine Lumen signalisiert der Embryo seine
Anwesenheit an das Muttertier und leitet die maternale Trachtigkeitserkennung an
Tag 16/17 p.c. ein (BETTERIDGE et al., 1980; NORTHEY und FRENCH, 1980;
ROBERTS et al., 2003).

IFN 7 zdhlt zu den Typ-1 Interferonen und verhindert beim Rind die Luteolyse des
Gelbkorpers durch die Beeinflussung der endometrialen maternalen Transkription
der Oxytocin Rezeptoren (vgl. 11.2.2.4.) (THATCHER et al., 1986; @STRUP et al.,
2011; BASAVARAIJA et al., 2021). Durch diese antiluteolytische Wirkung wird die
Aufrechterhaltung der Gelbkdrperfunktion und damit die ausreichende Produktion
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von Progesteron (P4) und letztendlich die Erhaltung der Tréchtigkeit sichergestellt
(SPENCER und BAZER, 2002; CLEMENTE et al., 2009).

Fir die erfolgreiche Vermittlung der Trichtigkeit ist eine ausreichend hohe
IFN 1-Konzentration notwendig. Die Menge des sezernierten IFN 1 korreliert mit
der GroBe und damit dem Entwicklungsstand des Embryos (KERBLER et al., 1997;
RIZOS et al., 2012). Ein groerer Embryo ist daher in der Lage mehr IFN t zu
produzieren und zu sezernieren (MANN und LAMMING, 2001; ROBINSON et al.,
2006). Es wird vermutet, dass sich die IFN t-vermittelte Genexpression innerhalb
der Gebédrmutter wiederum positiv auf die Flongation und damit die
Weiterentwicklung des Embryos auswirkt (SPENCER et al., 2008; RIZOS et al.,
2012; BROOKS et al., 2014; SPENCER et al., 2016). Weiterhin ist eine indirekte
Beeinflussung der embryonalen Elongation durch P4 nachgewiesen (CLEMENTE
et al, 2009). Dabei reguliert das ovarielle P4 die Zusammensetzung des
endometrialen Transkriptoms und somit die Zellproliferation und die Elongation des
Embryos (CARTER et al., 2008; CLEMENTE et al., 2009; FORDE et al., 2009).
Als potentes Steroidhormon beeinflusst P4 auflerdem die uterine Rezeptivitit, die
Implantation, die Plazentation und das Uberleben des Embryos durch vielseitige
Einfliisse auf das maternale System. Es stellt somit neben IFN t einen der
bedeutendsten Mediatoren innerhalb der embryo-maternalen Kommunikation dar
(SPENCER et al., 2006; DORNIAK et al., 2013). Zusammenfassend kann diese
wechselseitige Beeinflussung zwischen maternalem Transkriptom, P4 und

embryonalem IFN 7 als selbstverstiarkendes System angesehen werden.

Es wird vermutet, dass die embryo-maternale Kommunikation neben
IFN t-abhéngigen Signalen ebenso aus IFN t-unabhingigen Signalen gebildet wird
(FORDE et al., 2012). Durch mehrere in vitro-Studien konnten unterschiedlich

exprimierte Gene im maternalen Endometrium identifiziert werden. MATHEW et
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al. (2019) beschrieben 179 unterschiedlich exprimierte Gene innerhalb von
endometrialen Explants, die jeweils mit einem aus kiinstlicher Besamung
stammenden Konzeptus co-kultiviert wurden, verglichen zu endometrialen Explants
ohne Konzeptus-Co-Kultur. Zu den am stérksten exprimierten Genen zéhlten u.a.:
Trophoblast kunitz domain protein 1, Casein 151, S100 calcium binding protein A8
und mehrere Vertreter der Solute Carrier-Transporter. Deren Stimulation scheint
dabei IFN t-unabhédngig zu sein und von anderen embryonalen Faktoren induziert
zu werden (BAUERSACHS et al., 2012; FORDE et al., 2015; MATHEW et al.,
2019). Allerdings bedarf es zum aktuellen Zeitpunkt noch weiterer Forschung zu
diesen IFN t-unabhéngigen Signalen im Zuge der embryo-maternalen

Kommunikation.

Im praimplantativen Zeitraum, findet die embryo-maternale Kommunikation nur
durch Diffusion der verschiedenen Botenstoffe zwischen maternalem Endometrium
und embryonalen Trophektoderm iiber die uterine luminale Fliissigkeit (ULF) statt.
Die Zusammensetzung der ULF ist hochkomplex und wird einerseits durch die
Sekretion des glanduldren und luminalen uterinen Epithels und andererseits durch
hidmatogen transportierte Molekiile bestimmt (BAZER, 1975). Sie beinhaltet unter
anderem verschiedene Transportproteine, Wachstumsfaktoren, Hormone, Lipide,
Enzyme und Glukose zur Versorgung des Embryos und zur Etablierung eines
geeigneten Milieus (FORDE et al., 2014). Ein direkter Zell-zu-Zell-Kontakt wird

erst nach erfolgreicher Implantation des Embryos (Tag 19 p.c.) eingegangen.
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1.2. Storfaktoren der friihen embryo-maternalen
Kommunikation
Bereits 1986 zeigten SCREENAN und DISKIN (1986), dass 70-80% der
Trachtigkeitsverluste in den Tagen 8-16 p.c. der Tréchtigkeit auftreten. Wie
WILTBANK et al. (2016) in einem Ubersichtsartikel anschaulich dargelegt haben,
liegen diese Zahlen trotz vielseitiger Bemiithungen der Milchviehbestinde weiterhin
bei bis zu 41% in den Tagen 8-27 p.c. Das praimplantative Stadium stellt einen
besonders kritischen Zeitraum fiir den Embryo dar, da sein Uberleben von der
erfolgreichen IFN t-vermittelten maternalen Erkennung der Trichtigkeit an Tag

16 p.c. abhéngt.

MORAES et al. (2018) konnten zeigen, dass der Fertilitdtsstatus von Kiihen
mafgeblich die embryonale Elongation und die Zusammensetzung des
endometrialen Transkriptoms beeinflusst. Der Fertilitdtsstatus der Kiihe wurde
anhand der Trichtigkeitsrate an Tag 28 p.c. nach aufeinanderfolgenden
Embryotransfers als hochfertil, subfertil oder infertil klassifiziert. Subfertile Tiere
produzierten dabei weniger gut elongierte Embryonen und wiesen eine abweichende
Zusammensetzung des endometrialen Transkriptoms verglichen mit den
Ergebnissen fertiler Tiere auf. Wie oben dargelegt wurde, bilden der elongierte
Embryo und dessen IFN 1-Signal und die Zusammensetzung des Transkriptoms ein
selbstverstidrkendes System. Eine verdnderte Zusammensetzung des Transkriptoms,
wie sie von MORAES et al. (2018) beschrieben wurde, konnte sich deshalb negativ

auf die embryo-maternale Kommunikation auswirken.

Faktoren, die zu einer gestorten embryo-maternalen Kommunikation und einer
verringerten Fertilitdt von Rindern fiihren, kdnnen nicht-infektionsassoziierten oder

infektionsassoziierten Ursprungs sein.



II. Literaturiibersicht

1.2.1. Nicht-infektionsassoziierte Storfaktoren

Zu den nicht-infektionsassoziierten Storfaktoren zéhlen: Fiitterung (GILLER et al.,
2018), Korperkondition (GRIMARD et al, 2006), Milchleistung und
Laktationsstadium (SARTORI et al., 2002) des Muttertieres. Auch Hitzestress durch
erhohte AuBlentemperaturen wahrend der Sommermonate kann sich negativ auf die
Fertilitdit und die Embryonalentwicklung auswirken (EALY et al., 1993;
KRININGER III et al, 2002; GARCIA-ISPIERTO et al, 2006). Ein
ausschlaggebender Faktor ist dabei der Zeitpunkt, an dem das Muttertier Hitzestress
erfahrt. EALY et al. (1993) konnten zeigen, dass Hitzestress an Tag | p.c. einen
direkten Einfluss auf die Embryonalentwicklung besitzt, wahrend Hitzestress im

fortgeschrittenen Trachtigkeitsablauf ab Tag 3 p.c. keine Auswirkungen mehr hat.

Auch folgende Faktoren konnen nachweislich die frithe Tréchtigkeit, die
Entwicklung des Embryos und die damit assoziierte embryo-maternale
Kommunikation beeinflussen: Fithrung des Milchviehbetriebes (ZOBEL et al.,
2011), Anzahl bereits durchlaufener Tréichtigkeiten und deren Ausgang
(THURMOND et al., 2005) sowie genetische Eigenschaften des Vater- und des
Muttertieres (VANRADEN et al., 2004; VANRADEN et al., 2011). Allerdings
beschreiben die aufgefiihrten Studien teilweise einen iiber den prdimplantativen
Zeitraum hinausgehenden Einfluss dieser Faktoren auf die Trichtigkeit und die

embryonale Entwicklung betroffener Tiere.

1.2.2. Infektionsassoziierte Storfaktoren

Infektionen und dadurch ausgeldste entziindliche Prozesse innerhalb des maternalen
Organismus konnen die Fruchtbarkeit maBigeblich beeinflussen. Wie bereits in
Kapitel I1.1.1. erldutert wurde, spielt das uterine Milieu eine wichtige Rolle in der

embryonalen Entwicklung. Eine negative Beeinflussung des uterinen Milieus kann
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im Weiteren zu einer unzureichenden embryo-maternalen Kommunikation fiihren.
Somit liegt die Vermutung nahe, dass sich infektionsassoziierte Prozesse innerhalb
des maternalen Systems durch Beeintrdchtigung der adédquaten embryo-maternalen

Kommunikation auf die Trachtigkeitsetablierung auswirken.

RIBEIRO et al. (2016) konnten in ihrer Studie zeigen, dass bestehende entziindliche
Erkrankungen vor und wéhrend der Insemination des Muttertieres einen negativen
Einfluss auf das uterine Milieu und die Entwicklungsfahigkeit der Eizelle sowie des
Embryos besitzen. Dabei konnte dieser Effekt bei entziindlichen Erkrankungen des
Uterus, aber auch bei Erkrankungen anderer Organsysteme, wie z.B. des Euters, des
Respirations- und Verdauungstraktes und bei Erkrankungen der Gliedmallen

beobachtet werden.

Ein sehr relevantes Beispiel fiir eine extrauterine Infektion und Entziindung, die im
praimplantativen Zeitraum vorliegen kann, ist die Mastitis. Mastitiden sind definiert
als klinische oder subklinische Entziindungen des Euters, die primér durch Bakterien
hervorgerufen werden. HANSEN et al. (2004) beschrieben, dass die Entziindung der
Milchdriise beim Rind einen negativen Einfluss auf die Trachtigkeitsrate hat und
eine Ursache fiir die Embryonalsterblichkeit darstellen konnte. Tiere mit einer
klinischen oder subklinischen Mastitis mussten im Vergleich zu eutergesunden
Tieren signifikant haufiger belegt werden, um erfolgreich eine Tréchtigkeit zu
etablieren (SCHRICK et al., 2001). Es wird diskutiert, ob die erhdhte
Korpertemperatur im Zuge einer Euterentziindung dhnliche Auswirkungen auf die
embryonale Entwicklung und das Uberleben des Embryos hat wie Hitzestress
(HANSEN et al.,, 2004). Eine negative Beeintrachtigung der Oozyten- und
Embryonalentwicklung durch eine erhohte Produktion und Ausschiittung von
Tumornekrosefaktor-a, Stickstoffmonoxid und Prostaglandin F2 a (PGF,) in Folge
einer Mastitis ist ebenfalls moglich (SEALS etal., 1998; SOTO et al., 2003b, 2003a).
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Wihrend extrauterine Infektionen und Entziindungen die Trichtigkeitsetablierung
indirekt beeinflussen, liegen bei uterinen Infektionen direkte Effekte nahe. In den
folgenden Kapiteln sollen die verschiedenen Entziindungsformen der Gebarmutter
als infektionsassoziierte Storfaktoren der embryo-maternalen Kommunikation
thematisiert werden. Da das Endometrium die Erstkontaktstelle des sich
entwickelnden Embryos mit dem maternalen System darstellt, soll dabei der

Schwerpunkt auf den entziindlichen Veranderungen des Endometriums liegen.

1.2.3. Entziindung der Gebirmutter

Die Gebarmutterentziindung des Rindes wird je nach tiermedizinischer Disziplin aus
pathologisch-anatomischer, histopathologischer und klinischer Perspektive
definiert. Aufgrund variierender Beschreibungen der Gebdrmutterentziindung aus
klinischer Perspektive wurde von SHELDON et al. (2006) eine eindeutige
Definition dieses Krankheitskomplex eingefiihrt. Demnach wird die Metritis als eine
Entziindung der Gebarmutter innerhalb der ersten 21 Tage p.p. und die Endometritis

als Entziindung der Gebarmutter ab Tag 21 p.p. klassifiziert.

1.2.3.1. Metritis

Die frithe und akute uterine Entziindungsform wird meist durch bakterielle Infektion
mit ubiquitdr vorkommenden Pathogenen wie Trueperella pyogenes, Escherichia
coli, Fusobacterium necrophorum oder Vertretern der Prevotella-Spezies
hervorgerufen (RUDER et al., 1981; BONNETT et al., 1991; SHELDON et al.,
2006; WILLIAMS et al., 2007). Die puerperale Metritis tritt innerhalb der ersten 10
Tage p.p. aufund &uBert sich v.a. durch iibelriechenden rotbraunen Scheidenausfluss
sowie eine meist vergroferte Gebdrmutter mit graduell unterschiedlicher
Fliissigkeitsansammlung. Zudem treten unspezifische systemische Symptome wie

Fieber, reduzierte Milchleistung und/oder reduzierte Futteraufnahme bis hin zur
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Sepsis auf. Mangelhafte Hygiene wihrend geleisteter Geburtshilfe und
Komplikationen wie Geburtsverletzungen, unzureichende Uterusinvolution,
Nachgeburtsverhaltung, Zwillings- oder Totgeburten stehen mit der puerperalen
Metritis in Verbindung (SHELDON et al., 2006). Weiterhin wird die klinische
Metritis als eine bakterielle Entziindung der Gebarmutter mit eitrigem
Scheidenausfluss  ohne  systemische  Krankheitsanzeichen  unterschieden
(SHELDON et al, 2006). Durch verlingerte Rastzeiten, reduzierte
Erstbesamungserfolge und daraus resultierend verlangerte Giistzeiten, kann die
postpartale Entziindung der Gebarmutter zu Subfertilitéit fiihren, wie FOURICHON

et al. (2000) in ihrer Metaanalyse zusammengefasst haben.

1.2.3.2. Endometritis
Chronische Entziindungen des Endometriums werden in klinische und subklinische

Endometritiden unterteilt.

Eine klinische Endometritis liegt bei purulentem Vaginalausfluss ab Tag 21 p.p. oder
mukopurulentem Vaginalausfluss ab Tag 26 p.p., einem vergroBerten Durchmesser
der Zervix (>7,5cm), ohne weitere systemische Krankheitsanzeichen vor

(LEBLANC et al., 2002; SHELDON et al., 2006).

Die subklinische Endometritis (SE) wird definiert als Entziindung des
Endometriums ab Tag 21 p.p. in Abwesenheit von purulentem Vaginalausfluss oder
anderen klinischen Symptomen (KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al.,
2005; SHELDON et al., 2006). Die SE ist gekennzeichnet durch einen erhéhten
Gehalt polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN) von >18 % an Tag
21-33 p.p., >10 % an Tag 34-47 p.p. und >5 % an Tag 48-60 p.p. diagnostiziert
mittels Zytologie (KASIMANICKAM et al., 2004). Der zytologische Abstrich wird

mittels kleinvolumiger uteriner Spiilung oder Cytobrush-Beprobung gewonnen
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(KASIMANICKAM et al., 2004; GILBERT et al., 2005; BARLUND et al., 2008).
Eine histopathologische Untersuchung endometrialer Bioptate kann ebenfalls zur
Diagnose der SE herangezogen werden. Beim Vergleich von zytologischer und
histologischer Diagnostik von SE fillt eine geringe diagnostische Ubereinstimmung
der beiden Untersuchungsmethoden auf (MADOZ et al., 2014). HELFRICH et al.
(2020) verwendeten ein von HILLMER (2018) entwickeltes Gerit zur sukzessiven
Entnahme einer unverdiinnten uterinen Sekretprobe, einer Biopsie und einer
Cytobrushprobe, bei einmaliger Passage der Zervix. Mittels
AlphaLLISA-Technologie erfolgte die Analyse des uterinen Sekretes im Hinblick auf
Entziindungsmediatoren. Dabei wiesen Tiere mit zytologisch diagnostizierter SE
signifikant hohere Konzentrationen ausgewihlter Zytokine im uterinen Sekret auf,
verglichen mit zytologisch unauffilligen Tieren (HELFRICH et al., 2020). Die
geringe Ubereinstimmung zwischen histologischer und zytologischer Diagnostik
konnte auf die Auspragung der jeweiligen subklinischen Entziindung
zuriickzufilhren sein. Es wird angenommen, dass durch die zytologische
Untersuchung des endometrialen PMN-Gehaltes eine akute Entziindung und durch
die histologische Untersuchung endometrialer Verdnderungen, wie z.B.
lymphoplasmazellulérer Infiltration des Endometriums, eine chronische Entziindung
detektiert werden kann. Aufgrund der einfacheren Handhabung der Probenentnahme
und Analyse sowie der geringeren Invasivitdt, findet derzeit in den meisten

wissenschaftlichen Untersuchungen die Zytologie mittels Cytobrush Anwendung.

Da eine eindeutige Ursache der SE bisher nicht ermittelt werden konnte, werden
verschiedene zugrundeliegende Mechanismen diskutiert. HERATH et al. (2009)
vermuten eine tibermafBig starke und andauernde Immunreaktion infolge fehlender
oder unzureichender Regulationsmechanismen. Im Gegensatz dazu zeigten

GALVAO et al. (2011), dass eine schwichere Immunreaktion nicht nur eine
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vollsténdige Eliminierung bakterieller Infektionen beeintréichtigt, sondern auch zur
Entwicklung einer Endometritis fiihren kann. Zur Evaluierung der Immunreaktion
wurde die Genexpression pro- und antiinflammatorischer Zytokine in uterinen
Bioptaten zum Zeitpunkt der Kalbung und 1, 3, 5 und 7 Wochen p.p. gemessen.
Ebenso ist eine weiterbestehende Entziindungsreaktion nach vollstindiger
Eliminierung der bakteriellen Stressoren als Ursache der SE denkbar (MADOZ et
al., 2014). Zusammengefasst kann die individuelle Immunreaktion auf unspezifische
Infektionen im Puerperium und deren Dysregulation als Ursache der SE
angenommen werden (BARANSKI et al., 2012; WAGENER et al., 2017). Dagegen
konnte eine bakterielle Infektion nicht eindeutig als Ursache der SE definiert werden

(BARANSKI et al., 2012; MADOZ et al., 2014).

Die SE kann bis zu Tag 100 p.p. und dariiber hinaus vorliegen und beeinflusst
nachweislich die Fertilitit des Muttertieres. Ein Zusammenhang mit der
friithembryonalen Entwicklung und der Embryoqualitdt konnte von HILL und
GILBERT (2008) festgestellt werden. Dabei zeigten 7 Tage alte Embryonen eine
reduzierte Anzahl der Trophektodermzellen nach zweitdgiger in vitro-Kultivierung
mit endometrialer Fliissigkeit, die aus Milchkiihen mit aseptischer Entziindung des
Endometriums gewonnen wurde, im Vergleich zu Embryonen, die mit endometrialer
Fliissigkeit gesunder Tiere kultiviert wurden. Durch die endometriale Reaktion auf
entziindliche Reize wird die Zusammensetzung der ULF veréndert, was zu einer
negativen Beeinflussung der embryonalen Entwicklung fiihren kann. Die
Entwicklung des embryonalen Trophektoderms ist wiederum essentiell fiir eine
ausreichende Produktion von IFN1t, welches als Schliisselelement der
embryo-maternalen Kommunikation die Erkennung der Trachtigkeit durch das

Muttertier vermittelt (vgl. I1.1.1.).
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1.2.3.3.  Virale Infektionen des Endometriums

Neben bakteriellen Entziindungen konnen auch virale Infektionen die Fruchtbarkeit
beim Rind beeintrichtigen. Beschriebene Einfliisse viraler Infektionen auf
Fertilitatsparameter wurden kiirzlich von WATHES et al. (2020) in einem

eindriicklichen Ubersichtsartikel zusammengefasst.

Infektionen mit dem Bovinen Herpes Virus Typ-4 (BHV-4) (GUR und DOGAN,
2010), sowie mit dem Bovinen Viralen Diarrhoe Virus (BVDV) (CHENG et al.,
2016) konnte in Verbindung mit Metritis und Endometritis gebracht werden.
Auflerdem beschriecben CHENG et al. (2017), dass eine BVDV-Infektion zum
frithembryonalen Tod fiihren kann. Als Ursache dafiir konnte die Stérung der IFN t-
Signaltransduktion identifiziert werden (CHARLESTON etal.,2001; CHENG etal.,
2017). Es wird vermutet, dass durch verschiedene virale Faktoren die
Typ-1 Interferon-Signaltransduktion verhindert wird und eine Herabregulation von

Typ-1 Interferonen und der Typ-1 Interferon-induzierten Genexpression stattfindet.

Des Weiteren gibt es Hinweise, dass sowohl Infektionen mit dem
Schmallenbergvirus (SBV) (VARELA etal., 2013; LECHNER et al., 2017), als auch
mit dem Blauzungenvirus (BTV) einen negativen Einfluss auf die
Tréchtigkeitsetablierung und die frihembryonale Entwicklung besitzen
(SANTMAN-BERENDS et al., 2010; VANDAELE et al., 2011). Ein &hnlicher
Mechanismus, wie im Zusammenhang mit BVDV bereits beschrieben wurde,
konnte auch hier den Einfluss auf die IFN t-abhédngige Vermittlung der Trachtigkeit
im Falle einer SBV- (VARELA et al., 2013) oder BT V-Infektion (RATINIER et al.,
2016) erklaren.

Ein Einfluss viraler Infektionen auf die frithe embryo-maternale Kommunikation

und somit auf die Subfertilitdt beim Rind kann durch die oben genannten Beispiele
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angenommen werden. Jedoch miissen die zugrundeliegenden Mechanismen noch

genauer untersucht werden.

2. Interferone
2.1. Einteilung, Aufbau und Funktion der Interferone — Ein
Uberblick

Speziesiibergreifend lassen sich Interferone in drei Gruppen unterteilen: Typ-1, -2
und -3 Interferone. Beim Rind stellt IFNt das Schliisselsignal in der
Kommunikation zwischen dem bovinem Embryo und dem Muttertier dar (HANSEN
et al., 1999). Es bildet zusammen mit den Interferonen alpha (IFN a), beta (IFN ),
delta (IFN 9), epsilon (IFN ¢), zeta (IFN (), kappa (IFN «), ny (IFN v) und omega
(IFN o) die Gruppe der Typ-1 Interferone (ORITANI und TOMIYAMA, 2004).
Interferon gamma (IFN v) ist der einzige Vertreter der Typ-2 Interferone (YOUNG
und HARDY, 1995; SCHRODER et al., 2004). Dagegen zdhlen die vier
Molekiilvarianten des Interferon lambda (IFN X) IFN A-1/-2/-3/-4 zur Gruppe der
Typ-3 Interferone (KOTENKO et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003).

Hinsichtlich des Aminosdure-Aufbaus der Typ-1, -2 und -3 Interferone, besteht nur
zwischen den Typ-1 und -3 Interferonen eine geringe strukturelle Homologie
(GRAY und GOEDDEL, 1982; SCHRODER et al., 2004). Alle drei
Interferongruppen verbindet dagegen ihre Funktion viralen Infektionen
entgegenzuwirken, also zu ,interferieren, was zur Namensgebung , Interferone*

fithrte (LINDENMANN et al., 1957).

Interferone stellen damit einen wichtigen Bestandteil der ersten unspezifischen
Antwort des angeborenen Immunsystems auf infektiose Reize dar (ISAACS und

LINDENMANN, 1957). Neben bedeutsamen antiviralen Eigenschaften, kdnnen sie
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auch im Zuge einer durch Pilze oder Bakterien hervorgerufenen Infektion eine
Immunantwort vermitteln (ESPINOSA et al., 2017; KANGFENG et al., 2017,
KAPLAN et al., 2017; GOTTSCHALK et al., 2019). Die Einteilung der Interferone
ist durch die spezifische Bindung an den Typ-1, -2 oder -3 Interferon Rezeptoren
begriindet, welche jeweils aus Heterodimeren aufgebaut sind (PESTKA, 1997;
PESTKA et al, 1997; KOTENKO et al, 2003). Wéhrend die Typ-1
und -2 Interferon Rezeptoren von nahezu allen Zelltypen exprimiert werden, wird
der Typ-3 Interferon Rezeptor vorwiegend von epithelialen Zellen an
Schleimhautbarrieren  innerhalb  der Lunge, der Leber und des
Gastrointestinal-Traktes exprimiert (SOMMEREYNS et al., 2008; GALANI et al.,,
2017).

2.2. Typ-1 Interferone

2.2.1. Typ-1 Interferon Rezeptor

Alle Typ-1 Interferone binden an den sogenannten Typ-1 Interferon Rezeptor
(IFNAR), der aus der Typ-1 Interferon Rezeptoruntereinheit 1 (IFNAR1) und der
Typ-1 Interferon Rezeptoruntereinheit 2 (IFNAR2) aufgebaut ist (PESTKA et al.,
2004; PLATANIAS, 2005). Es ist bekannt, dass sich die Typ-1 Interferone
beziiglich ihrer Bindungsaffinititen gegeniiber dem Rezeptor unterscheiden und
somit eine kompetitive Bindung am Rezeptor vorliegen kann. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass IFN t eine niedrigere Bindungsaffinitdt als IFN o gegeniiber
IFNAR aufweist (SUBRAMANIAM et al., 1995; JAKS et al., 2007). Auflerdem
demonstrierten JAKS et al. (2007) mit ihrer Studie, dass IFNARI eine stirkere
Bindungsaffinitit als IFNAR2 gegeniiber Typ-1 Interferonen besitzt. In der Studie
konnte auflerdem eine positive Korrelation zwischen der Typ-1 Interferon

Bindungsaffinitit und der Signalaktivierung gezeigt werden.
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Die Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und IFNAR?2 stellen somit die oberste Ebene
der Signalkaskade der Typ-1 Interferone dar.

2.2.2. Typ-1 Interferon Signaltransduktionswege

Bindet ein Interferon am jeweiligen Rezeptor wird eine Signalkaskade ausgelost, die
je nach Art des Interferons, der Zelle und des vorherrschenden Milieus eine
spezifische biologische Antwort nach sich zieht. Diese Signalkaskade kann dabei

auf klassischem Weg oder nicht-klassischem Weg vermittelt werden.

2.2.2.1. Klassischer Signaltransduktionsweg

Bindet ein Typ-1 Interferon an den IFNAR wird das Signal iiber den klassischen
Signaltransduktionsweg durch die sogenannten Janus-aktivierten Kinasen (JAK)
und Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) vermittelt (BINELLI
etal.,2001). Dabei interagieren die beiden Rezeptoruntereinheiten jeweils mit einem
Bestandteil der JAK. Durch Autophosphorylierung aktiviert IFINAR1 die Tyrosin
Kinase 2 und IFNAR2 die JAK1 (DARNELL et al., 1994; STARK et al., 1998;
PLATANIAS, 2005). Die Kinasen wiederum regulieren die Phosphorylierung und
damit Aktivierung von STATI1, STAT2, STAT3 oder STATS innerhalb der
Signalkaskade (DARNELL et al., 1994). Wahrend diese STAT-Vertreter in allen
Zellen aktiviert werden konnen, werden STAT4 und STAT6 nur in bestimmten
Zellarten wie z. B. endothelialen oder lymphoiden Zellen aktiviert (FASLER-KAN
et al., 1998; TORPEY et al., 2004). Nach Phosphorylierung bilden die STAT
Homo- oder Heterodimere, die als sogenannte Transkriptionskomplexe in der Lage
sind, in den Zellkern zu wandern (STARK et al., 1998). Dort leiten sie die
Transkription von Interferon stimulierten Genen (ISGs) ein, indem sie an Elementen
innerhalb der ISGs Promotoren binden (DARNELL et al., 1994; STARK et al.,

1998). Eines dieser Elemente ist das sogenannte Interferon-stimulated response

17



II. Literaturiibersicht

element (ISRE). An diesem Promotorelement kann ausschlieBlich der
Transkriptionskomplex ISG Faktor 3 binden, der aus STATI1, STAT2 und dem
Interferon regulatorischen Faktor-9 (IRF-9) zusammengesetzt ist (PLATANIAS,
2005). Alle anderen STAT-geformten Transkriptionskomplexe binden an das
Promotorelement Interferon Gamma Activated Site (GAS) (BOEHM et al., 1997;
STARK et al., 1998). STATI stellt somit einen Vertreter der regulativen Faktoren

innerhalb der klassischen Signaltransduktionskaskade der Interferone dar.

2.2.2.2. Nicht-klassischer Signaltransduktionsweg

Die nicht-klassische oder nicht-kanonische Vermittlung des
Typ-1 Interferon-Signals kann durch mehrere mogliche Transduktionswege
reprasentiert werden. Diese Signaltransduktionswege agieren STAT1 unabhéngig
(HANSEN et al., 2017). Dabei kann das Signal durch die Mitogen Activated Protein
Kinase (MAPK) (DAVID et al., 1995), die Phosphoinositol 3-kinase (PI3K) und das
Protein Mammalian Target of Rapamycin (MTOR) weitergeleitet werden (STARK
et al., 1998; PESTKA et al., 2004; BAZER et al., 2008). Beim Schaf sind diese
nicht-klassischen Signaltransduktionswege fiir eine IFN t-induzierte Genexpression
essentiell, da kritische Signalkomponenten des klassischen JAK-STAT Signalweges
nicht im luminalen Epithel exprimiert sind (CHOI et al., 2001; HANSEN et al.,
2017). In Bezug auf das Rind sind die nicht-klassischen Signaltransduktionswege
weitaus weniger detailliert untersucht. Es kann davon ausgegangen werden, dass fiir
eine  vollstindige  biologische = Antwort auf  IFN-Stimuli  beide
Signaltransduktionswege bendtigt werden. Innerhalb der vorliegenden Studie wurde
PI3K als Vertreter der regulativen Faktoren innerhalb der nicht-klassischen

Signaltransduktionskaskade als Zielgen ausgewéhlt.
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2.2.3. Typ-1 Interferon stimulierte Gene

Sowohl der klassische als auch der nicht-klassische Signaltransduktionsweg sind
essentiell fiir eine erfolgreiche und spezifische Gewebeantwort auf verschiedene
Interferonstimuli. Im Gewebe wird die Expression von ISGs induziert, die u.a.
immunmodulatorische und metabolische Funktionen besitzen und sowohl
Zellwachstum als auch Angiogenese regulieren konnen (SPENCER et al., 2006).

Innerhalb der ISGs werden klassische und nicht-klassische ISGs unterschieden.

2.2.3.1. Kilassische Interferon stimulierte Gene

Nach Bindung eines Typ-1 Interferons am IFNAR und Weitergabe dieses Signals
iiber den klassischen JAK-STAT Signaltransduktionsweg, werden klassische ISGs
als Gewebeantwort auf diesen Reiz transkribiert. Sie bilden die Zielebene der
IFN-Signaltransduktionskaskade und besitzen diverse biologische Funktionen.
Dominierend ist die antivirale Aktivitéit der klassischen ISGs und beinhaltet u.a. die
Hemmung der Virusreplikation, die Aktivierung von Faktoren innerhalb der
IFN-Signaltransduktionskaskade und die Induktion der IFN- und ISG-Expression,
wie von SCHOGGINS und RICE (2011) in einem Ubersichtsartikel
zusammengefasst wurde. Zu den am héufigsten untersuchten klassischen ISGs zéhlt
neben Interferon stimuliertes Gen 15 (ISG15) und Oligoadenylatsynthetase 1
(OAS1) auch Interferon-induziertes Guanosintriphosphat-bindendes Protein MX1,
das frither als Myxomatose Resistenz Protein 1 bekannt war (BAUERSACHS et al.,
2006; BAZER et al., 2008; KIM et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2014; TOJI et al.,
2017).

2.2.3.2.  Nicht-klassische Interferon stimulierte Gene
Nicht-klassische, auch neuartige oder nicht-kanonische ISGs sind in der Literatur

weitaus weniger beschrieben als die klassischen Vertreter. Eine eindeutige
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Zuordnung ist aufgrund der in der Literatur beschriebenen variierenden Definitionen
nicht immer moglich. So wurden ,,neuartige ISGs* als diejenigen ISGs definiert, die
erst kiirzlich entdeckt wurden, oder als solche, die nur nach Aktivierung des nicht-
klassischen Signalweges exprimiert werden. Andere Autoren ordnen ISGs der nicht-
klassischen Gruppe zu, wenn sie neben einer P4-induzierten Interferon
Stimulierbarkeit auch spezielle funktionelle Charakteristika aufweisen und nicht
durch andere Typ-1 Interferone induzierbar sind (SPENCER et al., 2004; BAZER et
al., 2011; DORNIAK et al, 2013). Diese Eigenschaften umfassen
Anderungsprozesse der uterinen Schleimhaut und des uterinen Milieus, um eine
bestmogliche Voraussetzung fiir die spatere Implantation des Embryos zu schaffen
(SPENCER et al., 2008; DORNIAK et al., 2013). Es wurde berichtet, dass bereits
minimale Verdanderungen der Sekretom-Zusammenstellung zu einer Beeinflussung
und sogar Storung der frithen Trachtigkeit bei Kiithen fiihren konnen
(BAUERSACHS und WOLF, 2015; MARTINS et al., 2018). IFN t-induzierte
nicht-klassische ISGs, wie z.B. Cystatin-3 (CST3), und Cystatin-6 (CST6),
Mitglieder der Solute Carrier-Transporter und das Gastrin Releasing Peptide, sind
vor allem fiir die Gattung Schaf umfassend beschrieben (DORNIAK et al., 2013).
Im Vergleich dazu sind nicht-klassische ISGs beim Rind weniger detailliert
untersucht. Einige Studien haben jedoch bereits Vertreter nicht-klassischer ISGs
identifizieren kénnen (FORDE et al., 2015). Das Fatty Acid Binding Protein 3
(FABP3) wurde als vielversprechender Kandidat ausgewéhlt, um ein Zielgen des
nicht-klassischen Signalweges zu repridsentieren. Dafiir erfiillt es folgende
Voraussetzungen: es wird von P4 induziert und ist wihrend der embryonalen
Elongation in Transport- und Zellproliferations-Mechanismen involviert (FORDE et

al., 2009; MANSOURI-ATTIA et al., 2009; BROOKS et al., 2014).
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2.24. IFN 1: Das Schliisselsignal der bovinen
Trichtigkeitserkennung
IFN t© wurde zum ersten Mal im Zuge von verschiedenen Experimenten zur
Etablierung und Aufrechterhaltung der Trachtigkeit beim Schaf beschrieben. In den
1960er Jahren begannen Moor und Rowson, Embryonen von Schafen innerhalb
verschiedener Zeitrdume aus dem Uterus zu entnehmen und Empféngerschafen
einzusetzen (MOOR und ROWSON, 1964, 1966; ROWSON und MOOR, 1966).
Dabei beobachteten sie, dass fiir die Aufrechterhaltung des Gelbkoérpers und damit
der erfolgreichen Tréchtigkeit die Anwesenheit eines Konzeptus zwischen Tag 12
und 13 nach Ovulation essentiell ist. In weiteren Experimenten von MARTAL et al.
(1979) und GODKIN et al. (1982) wurden Proteine innerhalb von Gewebeproben
von Embryonen nachgewiesen, die als Trophoblastin oder ovines
Trophoblastprotein 1 bezeichnet wurden. Durch weitere Studien verschiedener
Arbeitsgruppen gelang es das Protein durch seine hohe komplementire
Desoxyribonukleinsdure  (cDNA)  Sequenzhomologie mit den anderen
Typ-1 Interferonen ® (85%) und o (55-65%) in Verbindung zu bringen. So wurde
es als Interferon-like Molekiil eingeordnet. Auch beim Rind wurde ein solches
Protein nachgewiesen, das folglich als bovines Trophoblastprotein 1 bezeichnet
wurde (HELMER et al., 1987). ROBERTS et al. (1992) flihrten schlieBlich diese
Molekiilgruppe als neuartiges IFN 7 ein, nachdem sie eine Sezernierung von IFN t
durch Blutzellen ausschlieBen konnten und so eine eindeutige Abgrenzung zu

anderen Typ-1 Interferonen zeigen konnten.

Im Gegensatz zu den anderen Typ-1 Interferonen wird IFN t wéhrend einer viralen
Infektion nicht exprimiert (ROBERTS et al., 1999). Die wichtigste Eigenschaft und
Schliisselrolle von IFN 1, welches nur innerhalb der Wiederkéduerspezies vorkommit,

ist die erfolgreiche embryonale Vermittlung der Trichtigkeit an den maternalen
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Organismus. Die bovine IFN t1-Bildung und -Freisetzung erfolgt durch die
mononuklearen Zellen des embryonalen Trophektoderm. Die Produktion beginnt an
Tag 4 p.c., erreicht ihr Maximum zwischen Tag 16 und 17 p.c. und endet zwischen
Tag 21 und 25 p.c. (BAZER et al, 1997; SPENCER et al.,, 2004). Fir die
erfolgreiche Trachtigkeitserkennung durch das Muttertier an Tag 16-17 p.c. steht die
antiluteolytische Wirkung im Vordergrund (BETTERIDGE et al., 1980; NORTHEY
und FRENCH, 1980). Durch IFN t-vermittelte Herabregulation der Oxytocin
Rezeptoren innerhalb des glanduldren und luminalen uterinen Epithels, wird die
Oxytocin-abhingige pulsatile PGF,, Synthese im Endometrium unterdriickt und
damit die Luteolyse des Gelbkorpers am Ovar verhindert (THATCHER et al., 1986;
BAZER et al., 1996; OSTRUP et al., 2011). Die Progesteron-Produktion des

Gelbkorpers und somit die Trachtigkeit werden dadurch aufrechterhalten.

Neben dieser parakrinen Wirkweise gibt es Hinweise, dass IFN 1 die Expression von
ISGs in den Reproduktionsorganen und den zirkulierenden mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (englisch: Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC)
induziert (HAN et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; SPENCER et al., 2013; KUNII
et al., 2018). Auch in der Leber konnte eine hohere Expression klassischer ISGs bei
tragenden im Vergleich zu nicht-tragenden Rindern festgestellt werden
(MEYERHOLZ et al., 2016; RUHMANN et al., 2017). Da der direkte Nachweis
von IFN 1 im zirkulierenden Blut bisher nicht moglich ist, bleibt vorerst unklar, ob
die ISG-Expression direkt durch IFN t induziert wurde. Eine indirekte Induktion
durch IFN t-stimulierte Immunzellen oder andere Typ-1 Interferon-Stimuli kdnnten
ebenfalls die Genexpressionserhéhung in der Leber induzieren. Zur Abbildung von
extrauteriner embryo-maternaler Kommunikation etablierten ENDRIB et al. (2021)
ein Modell unter Verwendung boviner primirer Hepatozyten. Ob eine endokrine

oder systemische Wirkung des embryonalen IFN t-Signals existiert, muss nach wie
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vor durch weitere Forschung eindeutig belegt werden.

3. Immunologisches Wechselspiel zwischen Endometrium und

IFN t

Um die Aufrechterhaltung der Trachtigkeit zu gewiéhrleisten, ist die
immunologische Anpassung der maternalen Kontaktzone zwingend notwendig
(WALKER et al., 2010). Durch den Kontakt der embryonalen Trophoblastzellen mit
dem maternalen Endometrium wihrend der Implantation steht der maternale
Organismus zum ersten Mal im direkten Kontakt mit den paternalen Antigenen des
Embryos. Eine alloreaktive Antwort des Muttertieres konnte zur Resorption oder zur
AbstoBung des Konzeptus fithren, wie BAZER et al. (2008) und TALUKDER et al.
(2020) zusammengefasst haben. Das embryonale IFN t-Signal besitzt in diesem
Zusammenhang neben seiner Rolle als trachtigkeitsvermittelndes Signal auch eine
immunsuppressive Wirksamkeit auf den maternalen Organismus. So wird die
Resorption oder AbstoBung des Embryos vermieden, und dieser wird als
»semi-allogen® vom maternalen Immunsystem toleriert. Aktuelle Studien zeigen,
dass ein 7 Tage alter Embryo bereits IFN t sezernieren und damit eine
antiinflammatorische Antwort des Muttertieres hervorrufen kann (TALUKDER et
al.,2017; RASHID et al., 2018). Beispiclsweise konnte eine durch IFN t-verursachte
Unterdriickung der Lymphozyten-Proliferation und eine Vielzahl IFN t-induzierter
ISGs festgestellt werden, die mit einer lokalen immunsuppressiven Wirkung auf die

Gebarmutter assoziiert werden konnten (WALKER et al., 2010).

Uterine sowie nicht-uterine entziindliche Prozesse koénnen direkte und indirekte
immun-modulatorische Funktionen von IFN+t wihrend der maternalen
Trachtigkeitserkennung beeintrachtigen (RIBEIRO et al., 2016; CHENG et al.,

2017). Allerdings ist es nach wie vor unklar, inwieweit inflammatorische
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Bedingungen, wie beispielsweise eine Endometritis, zu einem unzureichenden
embryo-maternalen Signalaustausch fithren konnen. Dies gilt ebenso fiir
entziindliche Prozesse, die sich im Falle einer SE subklinisch darstellen. In diesem
Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit die Hypothese einer kompetitiven
Situation zwischen IFN t und IFN a (exemplarisches Typ-1 Interferon) aufgestellt
und mittels endometrialem Explantmodell iiberpriift. Bei vorliegender viraler oder
bakterieller Infektion konnte IFN t mit anderen Typ-1 Interferonen um die Bindung
am IFNAR konkurrieren. Dadurch kénnte der embryo-maternale Dialog maf3geblich
beeintriachtigt und eine erfolgreiche Vermittlung der Tréichtigkeit durch das

embryonale IFN 1 verhindert werden.
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Simple Summary: Low fertility rates in high-yielding cows have been reported for many years. Due
to its impact on animal welfare, this topic is relevant to the dairy industry, veterinary medicine,
and consumers. This study was designed to apply a highly defined model to simulate complex
mechanisms that occur in the inner layer of the uterus (endometrium) during pregnancy recognition.
Samples were taken from animals with healthy uteri at the slaughterhouse and challenged in vitro.
The endometrial gene expression of selected target genes differed according to the differing concen-
trations of the challenging admixtures. The findings indicated that the bovine embryonic pregnancy
signal might compete with similar infection-associated signals for binding capacity at the receptor
level, which might be relevant to pregnancy outcomes. In conclusion, an endometrial explant model
was successfully applied to answer questions related to fertility in dairy cattle. According to the
3R principle (replacement, reduction, refinement), further studies could lead to new diagnostic and
therapeutic strategies for tackling subfertility in dairy cows without the need for animal experiments.

Abstract: The inadequate maternal recognition of embryonic interferon t (IFNt) might explain
subfertility in cattle. This study aimed at modeling the inducibility of type 1 interferon receptor
subunits 1/2 (IFNAR1/2), mimicking competition between IFNT and infection-associated interferon
« (IFN), and simulating type 1 interferon pathways in vitro. Endometrial explants (n = 728 from
n = 26 healthy uteri) were collected at the abattoir, challenged with IFNT and /or IFN« in different
concentrations, and incubated for 24 h. Gene expression analysis confirmed the inducibility of
IFNAR1/2 within this model, it being most prominent in IFNAR2 with 10 ng/mL IFN« (p = 0.001).
The upregulation of interferon-induced GTP-binding protein (MX1, classical pathway) was higher in
explants treated with 300 ng/mL compared to 10 ng/mL IFNT (p < 0.0001), whereas the non-classical
candidate fatty acid binding protein 3 (FABP3) exhibited significant downregulation comparing
300 ng/mL to 10 ng/mL IFNT. The comparison of explants challenged with IFNT + [FN« indicated
the competition of IFNT and IFN« downstream of the regulatory factors. In conclusion, using
this well-defined explant model, interactions between infection-associated signals and IFNT were
indicated. This model can be applied to verify these findings and to mimic and explore the embryo-
maternal contact zone in more detail.

Keywords: endometrial explant model; embryo-maternal communication; type 1 interferon signal-
ing; type 1 interferon receptor subunits 1/2 (IFNAR1/2); 3R principle; cattle; interferon T; interferon
«; interferon stimulated gene (ISG); subfertility
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1. Introduction

Maintaining high fertility rates in dairy cowherds is a recurrent task for every farmer
and veterinarian. Inflammatory processes of the endometrium lead to subfertility in cows,
which might be due to inadequate maternal recognition of the embryonic signal, interferon
T (IFNT). The restocking rate because of fertility problems in cattle is currently 20% [1,2].
It has been reported in multiple studies that low fertility rates in cattle are associated
with classical postpartum diseases, such as mastitis [3], the retention of fetal membranes,
metritis, and endometritis typically caused by bacterial infections [4-7]. In the postpartum
period of 60-100 days, endometritis can still be present in a subclinical manner. As recently
reviewed by Wathes and coworkers [8], not only bacterial but also viral infections can
impact fertility parameters. Bovine herpes virus type-4 (BHV-4) and bovine viral diarrhea
virus (BVDV) have been associated with metritis and endometritis [9,10]. Schmallenberg
virus (SBV) and bluetongue virus (BTV) have been described to impact early embryonic
survival [11,12]. However, the mechanisms linking viral infections and bovine subfertility
remain to be investigated. It has been further reported that fertilization rates in dairy
cows are generally high, but the percentage of early pregnancy loss before implantation
is ~40% [13-15]. This could indicate the malfunctioning of embryo-maternal crosstalk.
Adequate maternal recognition, the transmission of early embryonic signals, and the
establishment of a suitable niche for the developing conceptus are indispensable [16,17].
IFNT appears to be a key regulator of the fine-tuned maternal immunomodulation required
for pregnancy establishment. IFNT and all other type 1 interferons bind to the type 1
interferon receptor, which is formed by two subunits [18]. After interferon binding, the
cell signal can be transmitted either via the classical pathway through the Janus-activated
kinase and signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT), or via non-classical
pathways, such as phosphoinositide 3-kinase (PI3K) [19]. Both classical and non-classical
pathways are essential for a successful and specific tissue response to different interferon
stimuli, and this response is formed by classical and non-classical interferon-stimulated
genes (ISGs) [18].

In general, type 1 interferons, such as interferon « (IFNw), represent the first line
of defense against viral infections. Unlike the others, IFNT is not upregulated by viral
infections [20], but has been described to have antibacterial activity in mice [21]. However,
the most important quality of IFNT is its key role in maternal recognition of pregnancy. This
type 1 interferon inhibits pulsatile prostaglandin F-2 o release from the endometrium via
the downregulation of estrogen receptor 1 and the oxytocin receptor, thereby preventing
luteolysis of the corpus luteum and allowing pregnancy maintenance [22,23]. IFNT further
induces the expression of ISGs within the reproductive tract [24-26]. The respective
proteins have immunomodulatory and metabolic functions and regulate growth and
angiogenesis [27]. Minor alterations in the secretome composition have been reported to
impair early pregnancy in cattle [28,29]. IFNT is also known to have immunosuppressive
functions. Recent studies indicate that day-seven embryos secrete IFNT and trigger an
anti-inflammatory response [30,31]. Exposure to paternal antigens occurs during embryo
implantation. The immunomodulation of the maternal contact zone is required to avoid
rejection, resorption, or expulsion of the conceptus [16,32]. Inflammatory processes can
disturb the direct and indirect immunomodulatory actions of IENT in the maternal system.
In the case of present viral infections, type 1 interferons other than IFN7, such as IFN,
might disturb embryo-maternal crosstalk via competitive signaling.

In this study, six target genes were selected to exemplarily simulate both the classical
and non-classical pathways of type 1 interferon signaling (Figure 1). In this regard, the
type 1 interferon receptor subunits 1 and 2 (IFNAR1 and IFNAR2) represent the top level
of the signaling pathways for type 1 interferons. The intermediate level is represented
by regulatory factors: the signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1),
exemplarily for classical type 1 interferon signaling, and phosphoinositide 3-kinase (PI3K),
exemplarily for non-classical type 1 interferon signaling. At the basal level, interferon-
induced GTP-binding protein (MX1, earlier myxomatose resistance protein 1) was selected,
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as it is one of the most prominent classical ISGs [33-36]. Fatty acid-binding protein 3
(FABP3) was chosen as a promising candidate that represents the non-classical pathway in
bovine species in this study [37,38].

Type 1 Interferon [ IFNAR1 and IFNAR2 ]

Receptor Subunits
Regulatory Factors e | Ee

ISG Representatives

Figure 1. Schematic illustration of selected target gene representatives. Type 1 interferon receptor subunit 1 (IFNARI1);
Type 1 interferon receptor subunit 2 (IFNAR2); signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1); phosphoinositide
3-kinase (PI3K); interferon-stimulated gene (ISG); interferon-induced GTP-binding protein (MX1); fatty acid-binding protein

3 (FABP3).

Although many researchers have contributed work to this field, it remains unknown
why inflammatory conditions such as subclinical endometritis can lead to inadequate
embryo-maternal crosstalk. Therefore, the aim of this project was to apply a highly defined
endometrial explant model to achieve the following:

(a) Test the inducibility of type 1 interferon receptor subunits 1/2 (IFNAR1/2);

(b) Mimic a competitive situation between the embryonic signal IFNT and other type 1
interferons (exemplarily IFN«) in the presence of progesterone (P4);

()  Simulate exemplarily classical and non-classical type 1 interferon signaling pathways.

2. Materials and Methods
2.1. Donor Cows and Sample Criteria

Bovine uteri (n = 26) were collected at the local abattoir between May and October
2019. The breeds included Brown Swiss (n = 9), Simmental (n = 8), Holstein—Friesian (n = 6),
Red Holstein (n = 1), and unknown breed (n = 2). The age of the donor cows ranged from
2.6 to 13.3 years. A pre-selection of the uteri was made right after evisceration. The selected
organs were transferred to a separate room within the facility. A thorough adspectoral and
palpatory examination for pathological changes, such as increased fluctuation, hemorrhage,
mucosal lesions, and other anomalies, was then conducted. Only uteri that had not been
contaminated during the process of slaughter were used for sample collection. All uteri
that were selected for further sample collection were intact, symmetrical, and did not show
any obvious pathological alterations. Additionally, the attached ovaries had at least one
mature corpus luteum, indicating that the donor cow was in diestrus, and displayed no
signs of pathological alterations.

2.2. Sample Collection

All instruments and materials were sterile and for each uterus, a new set of instru-
ments and materials was applied. After cleaning and disinfecting the outer surface of the
uterus with water and 70% ethanol, the uterine lumen ipsilateral to the mature corpus
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luteum was opened via a 2-3 ecm longitudinal incision with a scalpel and forceps. The
intercaruncular endometrial surface was first swabbed (UNI-TER sterile swab with Amies
medium, Vacutest Kima s.r.l, Arzergrande, Italy), and then cytobrushed (Celltip Cytobrush,
Servoprax GmbH, Wesel, Germany) for further bacteriological and cytological examination.
The cut was extended along the uterine body up to the horn tip and the tissue margins
were pinned to an underlying styrofoam plate covered with tinfoil (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany). To ensure a continuative and reproducible size of endometrial explants, a dis-
posable 5 mm biopsy punch (kai medical, Seki, Japan), precision forceps, and scissors were
used, adapted from the method described by Borges et al. [39]. After gently pressing the
biopsy punch through the intercaruncular endometrial and myometrial tissue, the explant
was held in position with precision forceps and dissected with scissors (see Figure S1a). The
obtained explants were placed in 60 mL sample vials (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) containing approximately 40 mL Dulbecco “s phosphate-buffered saline (PBS,
Merck, Darmstadt, Germany) and stored on ice until further processing. From each donor
cow, n = 28 (n = 728 in total) endometrial explants were obtained for the endometrial
explant model. After sample collection had been completed, the uterus was separated from
the ovaries, oviducts, and their mesentery, including the mesometrium, to measure the
weight of the uterus. The time between the slaughter of the cow and the completion of
sampling was <90 min.

2.3. Bacteriological Exanination

Obtained bacteriological swabs of each sampled uterus were applied to non-selective
Columbia Sheep Blood Agar, Streptococcus selective Edwards Agar, and Enterobacteriaceae
selective Violet Red Bile Agar, and incubated for 48 hat 37 °C. The agar plates were checked
for bacterial growth at 24 h and 48 h of incubation.

2.4. Cytological Examination

Cytological examination of the endometrium was performed as previously described
by Helfrich etal. [40]. In short, the collected cytobrush samples were smeared onto two glass
slides and stained with Haema LT-SYS Quick-Stain (Labor + Technik Eberhard Lehmann
GmbH, Berlin, Germany) in the laboratory. Under a microscope (Leitz, Stuttgart, Germany)
using 100 x magnification and oil immersion, 300 nucleated cells were enumerated and
the proportion of polymorphonuclear cells (PMN) was evaluated by two independent
examiners [41]. A PMN proportion of >5% was classified as subclinical endometritis
(SE) [42].

2.5. Leukocyte Esterase Test

After the cytological smear, the endometrial cytobrush was rinsed with 2 mL H,O and
the fluid was probed with a Multistix® 10 SG urine stick (Siemens Healthineers, Erlangen,
Germany) to evaluate the leucocyte content after a 2 min incubation time, as previously
described in low-volume lavage samples of the uterus [43,44].

2.6. Endometrial Explant Culture

In the laboratory, each step of the endometrial explant handling was performed in a
class Il biosafety cabinet (Biowizard Golden Line, Kojair, Vilppula, Finland). The uterus
medium contained 99% Dulbecco ‘s modified Eagle “s medium /Nutrient Mixture f-12 Ham
(Merck) supplemented with 1% 10,000 pg/mL Penicillin-Streptomycin (Merck). Cellstar®
24-well culture plates (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) containing 1 mL uterus
medium were pre-incubated (Heracell vios 160i, Thermo Fisher Scientific) at 37 °C, with
5% CO2 and 5.5% Oo, for 1 h. Endometrial explants were placed in sterile glass Petri dishes
with PBS. Remaining myometrial tissue was removed with precision forceps and a scalpel
(see Figure Slb). After preparation, the explants were transferred into the pre-incubated
24-well culture plates, with one per well, and left to rest for 1 h at 4 °C. Meanwhile, [FNT
and IFN« (Cloud Clone Corp., Houston, TX, USA) were prepared with uterus medium in
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dilutions of 10, 100, and 300 ng/mL each. Furthermore, the IFNT + IFN« combinations of
10 + 100, 100 + 10, and 100 + 100 ng/mL were prepared with uterus medium and 20 ng/mL
P4 (pre-diluted with uterus medium) was thawed. Only uterus medium (“control uterus
medium”), uterus medium only with 100 ng/mL IENT (“control 1007"), and uterus medium
only with 20 ng/mL P4 (“control P4”) served as controls. After resting, the uterus medium
was replaced by the prepared admixtures. The explants were challenged with IFNT and/or
IFNe in different concentrations in the presence of P4, according to the above-mentioned
concentrations (see pipetting layout, Figure 52). The plate was incubated for 24 h at 37 °C,
with 5% CO; and 5.5% O5. These conditions had been evaluated as suitable in previous
experiments [45]. After the completed incubation time, the endometrial explants were
preserved in 0.5 mL cryogenic tubes (Sarstedt, Niirnbrecht, Germany) containing 450 pL
RNA storage reagent RNAlater (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at —80 °C. The
supernatants were aspirated and preserved in 1.4 mL micronic tubes (Micronic, Lelystad,
The Netherland) at —20 °C.

2.7. Determination of Tissue Viability

The tissue viability of the endometrial explants of each donor cow was determined
with water-soluble tetrazolium salt-8 (WST-8; Merck). WST-8 is reduced to the orange-red
formazan by dehydrogenases that are only present in viable cells. The amount of the color
indicator formazan is thereby directly proportional to the metabolic cell activity of viable
cells, and can be photometrically measured as the optical density (OD).

Therefore, four endometrial explants of each donor cow were handled identically for
the challenge experiment until incubation. These explants were cultured in a separate
24-well culture plate with 1T mL uterus medium at 37 “C with 5% CO; and 5.5% O,. Groups
of two explants were treated at either 0 h or 21 h with WST-8, and incubated for another
3 h. At the end of the respective incubation time (3 h/24 h), the supernatants of the
incubated explants were aspirated and photometrically measured at a wavelength of
460 nm (CLARIOstar®, BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) to determine the OD at 3h
and 24 h, as well as their percentage difference.

2.8. Gene Expression Analysis

For total RN A extraction, the explant duplicates of each animal were pooled in one
innuSPEED Lysis Tube P (Analytic Jena AG, Jena, Germany) containing 450 pL lysis buffer
for homogenization in a SpeedMill Plus device (Analytic Jena AG, Jena, Germany). The
lysis buffer was part of the Bio&Sell RNA Mini Kit (Bio&SELL GmbH, Niirnberg, Germany)
that was used according to the manufacturer’s instructions, with an additional DNase
I digestion reaction using 50 uL DNase [ reaction buffer and 5 ul. DNase I (Bio&SELL
GmbH). After RNA extraction, the approximately 80 1L eluate containing the purified RNA
was subdivided: 2 uL was used for further RNA quality analysis, 10 uL for cDNA synthesis,
and the residual volume for cryopreservation at —80 °C in a 0.2 mL reaction tube (Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Germany). Additionally, 10 uL of one sample from
each animal was used for minus-reverse transcriptase (—RT) control synthesis. RNA quality
analysis was performed with the automated Experion electrophoresis station with RNA
StdSens Chips (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions, to estimate the level of RNA degradation using the RNA Quality Indicator
(RQI). The RQI values range from 1 to 10, with the classifications “unacceptable quality”,
(1-3), “possibly acceptable quality”, (4-6), and “acceptable quality”, (7-10).

Through reverse transcriptase, cDONA synthesis was performed directly after RNA
extraction, according to the manufacturer’s 25 uL protocol, with 10 L purified RNA and
the following Promega reagents: 1 pL Oligo(dT)15 Primer, 0.625 pL RNasin® Ribonuclease
Inhibitor, 5 uL. M-MLV RT 5X Buffer, 1.25 uL. dNTP Mix, 0.5 uL. M-MLV Reverse Tran-
scriptase (Promega, Madison, W1, USA), and 6.625 ul. PCR-grade water (Carl Roth). To
synthesize the -RT control, reverse transcriptase synthesis was carried out in the absence of
the reagent M-MLV Reverse Transcriptase. The cDNA products were photometrically mea-
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sured to determine their concentration and diluted to the end concentration of 200 ng/uL
with PCR-grade water (Carl Roth). The cDNA and —RT control products were then stored
in 0.2 mL reaction tubes (Biozym Scientific GmbH) at —20 °C until further use.

A quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) was executed with
the thermocycler qTOWER3 84 G (Analytic Jena AG) and 384-well skirted PCR plates
(FrameStar®, 4titude® Limited, Wotton, Surrey, UK). The mastermix used consisted of 5 uL
fluorescent dye (SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit, Meridian Bioscience, Cincinnati, OH,
USA), 0.4 uL forward /reverse primer, and 3.2 uL. PCR-grade water. The applied primers
for IENAR1, IFNAR2, STAT1, PI3K, MX1, and FABP3 were designed with the Primer-
BLAST software (NCBI, Rockville Pike, MD, USA), purchased from Biomers (biomers.net
GmbH, Ulm, Germany), and diluted with PCR-grade water from a starting concentration
of 100 uM to an end concentration of 5 M. Primer sequences are provided in Table 1.

Table 1. Oligonucleotide primer sequences used in the quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) with the

accession number and fragment size in base pairs (bp).

Forward (F) and Reverse (R) primer

Gene Accession Number (5°-3) Fragment Size
AR N 1745522 R AAGGOAGCTCCAATOACAGG sabp
TENAR:? N 1745552 R CTCOTCTGGTCOARAGAGG a19bp
STAT1 NM_001077900.1 s LY 308 bp
PISK 4 NM_174575.1 e an 207 bp
MX13 NM_ 1739402 LA oA CACGaCTes 342bp
FABP3 6 NM. 1743132 F: TCGGTGTCGGTTTTGCTACC 262bp

R: TCAACCATCTCCCGCACAAG

1 Type 1 interferon receptor subunit 1; 2 type 1 interferon receptor subunit 2; 3 signal transducer and activator of transcription 1;
4 phosphoinositide 3-kinase; 5 interferon-induced GTP-binding protein; 6 fatty acid-binding protein.

Frozen cDNA samples, —RT controls, and primers were tempered for 5 min at 60 “C
(on the BioShake iQ (Quantifoil Instruments GmbH, Jena, Germany)). The mastermix was
prepared according to protocol in a class I biosafety cabinet (LTF Labortechnik, Wasserburg,
Germany) and pipetted in 9 uL portions, adding 1 L of each standard, no template control
(NTC), sample cDNA, or -RT control. All measurements were performed in duplicates.
Amplification was executed at 95 °C for 2 min, 40 cycles at 95 °C for 5 s, and 15 s at 60 °C.
For each data point in every PCR run, a melting curve was conducted, starting from 60 °C
and heating up in 0.5 °C steps until 95 °C. Analyzing the melting curve derivations, a single
peak representing the calculated melting temperature of each target gene sequence was
identified. The standard curve method for the absolute quantification of gene expression
was carried out for each primer with the defined cDNA subclone concentrations of 102, 107,
104, 10%, and 10° copies/uL. The cDNA subclones were produced with the Promega cloning
kit pGEM®-T Easy Vector System (Promega) and sequenced for product verification at the
Eurofins laboratory (Eurofins Genomics, Munich, Germany). PCR amplification efficiency
was recorded for each PCR run and ranged from 90% to 109%, except for the target gene
PI3K, with amplification efficiencies of 85%, and 87%.

2.9. Statistical Analysis and Graphical [llustration

Gene expression data were statistically analyzed with the R program for statistical
computing (Version 4.0.3, 2020-10-10). A simple linear mixed effects model was used to
study the IFNART, IFNAR2, STAT1, PI3K, MX1 and FABP3 parameters as fixed effects with
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a random effect of animal. The normality and homoscedasticity of residuals were assessed
via visual residual-diagnostics. Due to the not-normally distributed and heteroskedastic
residuals, data of all target genes in final models were log transformed (natural logarithm).
Because of the exploratory approach of the study, the correction of the p values for multiple
comparisons was not performed. Calculated differences with p < 0.1 were regarded as
statistical tendencies. Differences with p < 0.05 were regarded as statistically significant.
Data presented in the text are provided in the form of mean =+ standard deviation (SD).

3. Results
3.1. Characterization of Sampled Uteri

The weights of the examined uteri were 630 g + 149 g. Evaluation of the bacteriological
swabs did not show any kind of bacterial growth. Cytological evaluation revealed that
none of the uteri (n = 26) showed a PMN proportion >5%. The additional leukocyte
esterase test did not indicate any leukocyte positive results. Therefore, all sampled uteri
were classified as having bacteriologically and cytologically healthy endometria.

3.2. Successful Application of the Highly Defined Endometrial Explant Model

In this study, an endometrial explant model was successtully implemented in vitro. Af-
ter WST-8 incubation, the obtained OD of endometrial explant supernatants was 0.91 + 0.22
(3 h) and 1.62 + 0.36 (24 h). The measured OD proved the viability of the endometrial
explants. The percent increase from the OD at 3 h to the OD at 24 h was 78.45%. This
increase reflects the acclimatization to the new incubation environment. As additional
quality control, RQI values were measured. RNA quality analysis showed a mean RQL
value of 9.3 £ 0.4, and the RQI was >7.9 in all samples except for one, which had an
RQI value of 6.8. For the absolute quantification of gene expression, cDNA subclones
were generated and successfully applied to exemplarily demonstrate downstream type 1
interferon signaling via selected target genes.

To mimic the physiological cycle stage diestrus during the challenge experiment, all
endometrial explants were incubated in the presence of P4. Therefore, the expression of
target genes was calculated and illustrated in relation to the control, “control P4”. The data
concerning the controls “control uterus medium” and “control 100T” served as internal
validation. The log-transformed (natural logarithm) gene expression of target genes in
relation to “control P4” is illustrated in Figure 2a—f. Each panel contains the following:
(1) the “control P4” and the three treatment group sets; (2) IFNT at three concentrations (10,
100, and 300 ng/mL); (3) IFN« at three concentrations (10, 100, and 300 ng/mL); and (4) the
three combinations of IFNT and [FNe (10 + 100, 100 + 10, and 100 + 100 ng/mL). Figure 2a—f
includes statistically significant differences within these treatment group sets, indicated by
asterisks. Significant differences between the treatment group sets and “control P4” are
shown in Table Sla-f.

3.2.1. Higher Expression of IFNAR1 and [FNAR2 After [FNet Challenge

Gene expression analysis confirmed the inducibility of IFNAR1/2 within the estab-
lished endometrial explant model. In comparison to “control P4”, IFNAR1 was upregulated
by trend in all explants challenged with IFNe (10, 100, and 300 ng/mL; p < 0.1) and in all
explants challenged with combinations containing IFN (p < 0.04). In comparison, only
the gene expression after the challenge with 100 ng/mL IFNT was upregulated (p = 0.066).
Comparisons of the treatment group sets (Table S1a), as well as within treatment group
sets (Figure 2a), did not show any significant differences concerning the gene expression
of IFNAR1.
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Figure 2. [llustration of the log-transformed gene expression of (a) type 1 interferon receptor subunit 1 (IFNAR1), (b) type 1
interferon receptor subunit 2 (IFNAR2), (c) signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1), (d) phosphoinositide
3-kinase (PI3K), (e) interferon-induced GTP-binding protein (MX1), and (f) fatty acid-binding protein (FABP3) measured in
bovine endometrial explants via a quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR). X-axis: explants were treated
with 20 ng/mL progesterone (control P4, displayed in red) or with 20 ng/mL P4 and interferon T (T) and/ or interferon «
() at different concentrations (10, 100 and 300 ng/mL 7 or &) and in different combinations (10t + 100, 100t + 10ec and
10071 + 100&). The Y-axis represents log-transformed data of linear mixed effect models (natural logarithm). Significance
codes: statistical tendencies p < 0.1 are marked with (*), statistical significances at p < 0.05, p < 0.01, and p < 0.001 are marked
with *, *, and ***, respectively. Only significant differences within the three subsets T (displayed in green), o (displayed in
blue), and t + « (displayed in purple) are marked with asterisks. Significant differences between the treatment group sets or
between treatment groups and the control P4 are not marked in this graph, but can be found in Table Slaf.

The induction of [IFNAR2 was visible, as the gene exptession was upregulated in all
explants challenged with IFN« (p < 0.06) in comparison to “control P4”. Upregulation was
most prominent with 10 ng/mL IFN« (p = 0.001). Comparisons of the treatment group sets
showed a significantly higher gene expression in explants challenged with 10 ng /mL IFNx
compared to 10 ng/mL IFNT (p = 0.040), 100 ng/mL IFNT (p = 0.029), and the combination
of 100 ng/mL IFNT + 100 ng/mL IFN« (p = 0.028) (Table S1b). There were no significant
changes in IFNAR2 gene expression within treatment group sets (Figure 2b).

3.2.2. IFNa Concentration-Dependent Gene Expression in STAT1

The target genes selected as representatives for regulatory factors concerning classi-
cal (exemplarily STAT1) and non-classical (exemplarily PI3K) interferon signaling were
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differentially regulated. Both target genes were upregulated in most treatment groups in
comparison to “control P4” (Table Slc,d).

STAT1 gene expression was comparable between the treatment groups with IFNT (10,
100, and 300 ng/mL; p > 0.1). The gene expression decreased at higher IFN« concentrations,
with a significant difference between 10 and 300 ng/mL IFN« (p = 0.021) (Table Slc).
When comparing the combinations of IFNT and IFN«, the highest gene expression was
detected in the treatment group with low IFNe (100 ng/mL IFNT + 10 ng/mL IFN« versus
10 ng/mL IFNT + 100 ng/mL IFN« (p = 0.016) and versus 100 ng/mL IFNT + 100 ng/mL
IFN« (p = 0.022); Figure 2¢). Downregulation was most prominent in the 300 ng/mL IFNx
group compared to the 100 ng /mL IFNT + 10 ng /mL IFNe group (p < 0.001) (Table Slc).

Concerning PI3K gene expression, only the combination of 100 ng/mL IFNt + 100 ng/mL
IFNe tended to be downregulated in comparison to 10 ng/mL IFN« (p = 0.096) and
300 ng/mL IFNe (p = 0.063) (Figure 2d, Table S1d). When comparing the combinations
of IFNTand [FN, the lowest gene expression was detected in the treatment group with
100 ng/mL IFNa + 100 ng/mL IFNT, but this was not significantly different in comparison
to other combinations (p > 0.1) (Figure 2d).

3.2.3. Type 1 Interferon-Specific, Concentration-Dependent Regulation of MX1 and FABP3

In comparison to “control P4”, MX1 gene expression was upregulated in most treat-
ment groups, especially in those containing IFNt (Table Sle). In contrast, FABP3 gene
expression was similar or decreased in all treatment groups compared to “control P4”
(Table S1f).

MX1 gene expression significantly increased along with rising IFNT concentrations
(10 versus 100 ng/mL (p < 0.001), 10 versus 300 ng/mL (p < 0.0001), and 100 versus
300 ng/mL (p = 0.026)). In comparison, rising IFN & concentrations led to a significant de-
crease in MX1 gene expression (10 versus 300 ng /mL (p = 0.005) and 100 versus 300 ng/mL
(p = 0.052)) (Figure 2e). When comparing the combinations of IFNT and IFN, the high-
est gene expression was detected in the treatment group with low IFNx (100 ng/mL
IFNT + 10 ng/mL IFN« versus 10 ng/mL IFNT + 100 ng/mL IFN« (p < 0.0001) and versus
100 ng/mL IFNT + 100 ng/mL IFN« (p = 0.006); Figure 2e). Comparisons of the treatment
group sets revealed the highest difference in gene expression between 300 ng/mL IFNt
and 300 ng/mL IFNx (p <0.0001) (Table Sle).

In contrast to MX1, the gene expression of FABP3 significantly decreased along with
rising IFNT concentrations (10 versus 100 ng/mL (p = 0.029), and 10 versus 300 ng/mL
(p < 0.001)). Identically to MX1, rising IFN« concentrations led to a decrease in FABP3
gene expression (10 versus 100 ng/mL (p = 0.089), 10 versus 300 ng/mL (p < 0.001),
and 100 versus 300 ng/mL (p = 0.061)). When comparing the combinations of [FNT and
IFNe, the lowest gene expression was detected in the treatment group with 100 ng/mL
IFNT + 100 ng/mL IFNe (p < 0.06) (Figure 2f).

Comparisons of the treatment group sets revealed the highest difference in gene
expression between 10 ng/mL IFNT and 300 ng/mL IFN« (p < 0.001) (Table S1f).

4. Discussion

The two adversaries [ENT and IFN o were chosen to simulate the competitive situation
between embryo—maternal communication and infection-associated signaling, which might
impact subfertility in cattle. The applied concentrations of P4, IFNT, and [FNe were chosen
in accordance with those mentioned in the literature [46,47]. The targets IFNAR1/2, STAT1,
PI3K, MX1, and FABP3 were selected and successfully applied to simulate exemplarily
classical and non-classical type 1 interferon signaling pathways. The gene expression of
these highly defined samples showed a significant upregulation of IFINAR1 and IFNAR2
after challenge with IFNT and IFNa at differing concentrations and combinations, in
comparison to “control P4”. Concentration-dependent upregulation of the classical ISG
MX1 confirmed the validity of this model and its application for the simulation of the
embryo—maternal contact zone.
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In the literature, there is a limited number of studies focused on the establishment
of endometrial explant models. Borges and coworkers established a model with intact
endometrial tissue from bovine uteri [39], which focused on investigating the accumulation
of differing interleukins in response to a challenge with heat-killed bacteria. The same
explant-collecting technique was used by Mathew et al. to elucidate [IFNT-dependent and
-independent effects on bovine endometrial gene expression [48]. Schafer et al. tested
human endometrial explants as suitable for analyzing the functional effects of chemicals
outside the human body, and aspiration curettage was used to assess the endometrial
tissue [49]. Bersinger and coworkers found that the cell morphology of human endometrial
explants started to disrupt after 12 h in culture [50]. However, they were also able to
show that this process was decelerated in the presence of P4. The advantage of explant
models in contrast to cell culture models or chopped tissue is the maintenance of the
integrity of the three-dimensional structure, which might reflect the tissue-specific reaction
in a more accurate way. It was recently shown that endometrial explants from non-
pregnant heifers collected on day 18 after insemination displayed a significantly higher
gene expression of ISG-15 (classical ISG) when challenged with pregnancy-associated
glycoproteins (PAG) after 24 h, in comparison to explants from non-pregnant heifers
without PAG exposure [51]. This finding reflects a tissue-specific reaction towards a signal
associated with early pregnancy. However, to the best of the authors’ knowledge, no
bovine endometrial explant model has been previously applied to test the inducibility
of type 1 interferon receptor subunits, and to mimic classical and non-classical type 1
interferon signaling pathways via exposure to IFNT and IFN« at different concentrations
and combinations.

In the present study, the gene expression results indicate a competitive situation
between the two signals, IFNT and [FNa, in the presence of P4. This effect was expected
to be visible at the receptor level. Instead of that, this was detected downstream of the
regulatory genes. The gene expression of IFNAR1 and IFNAR2 did not differ within the
three treatment group sets. However, all treatment group sets with the combinations of
IFNT and IFN« exhibited signiticant differences downstream of the regulatory factor level,
and along the classical type 1 interferon signaling pathway side (exemplarily STAT1 and
MX1) and the non-classical type 1 interferon signaling pathway side (exemplarily PI3K
and FABP3).

When comparing MX1 and STAT1 gene expressions in treatment group sets with
combinations of IFNT and IFN«, it was shown that higher IFN o concentrations led to
decreased gene expression. It seems that with rising IFN« concentrations, entire successful
IENT stimulation is prevented. These findings indicate that a competitive situation be-
tween IFNT and IFN « can be simulated with this model on a regulatory factor level, and
further downstream. Additional stressors, such as viral infections, might also lead to the
parallel modulation of the type 1 interferon signaling cascade [10,52]. This might impede
the discrimination of the systemic effects of IFNT from those of other type 1 interferons.
Bauersachs et al. [37] showed a wide overlap of endometrial gene expression in early preg-
nant heifers compared to heifers that underwent the intrauterine administration of IFN e.
Furthermore, dairy cows are in a high lactation phase during pregnancy establishment.
Metabolic challenges, in addition to immune-endocrine changes, affect the intrauterine
adaption capacity. This might affect important receptor expression and the complex in-
tracellular downstream signaling of IFNT in the endometrium, and can negatively affect
embryo-maternal communication. In relation to MX1 and STAT1, FABP3 and PI3K also
showed similarities in their gene expression when comparing the treatment group sets
with combinations of IFNT and IFN«. Although the detected differences in FABP3 and
PI3K are not as strong as in MX1 and STATI, it can be noted that the treatment groups with
the highest type 1 interferon concentrations have the lowest gene expression. This could
also indicate a negative feedback response or dose effect due to excessive type 1 interferon
signaling, or a counteraction of IEN« versus IFNT. It might be possible that the competitive
situation is also reflected by the gene expression data on the interferon receptor level,
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because both IFNAR1 and IFNAR?2 gene expressions were higher after IFN« challenge,
and the smallest amount of IFNe (10 ng/mL) led to the most prominent upregulation
of IFNAR2. This could indicate regulative negative feedback or saturation mechanisms
that might finetune the response to type 1 interferons at the receptor level. However, the
evaluation of data in this direction is limited and highly interpretative, as only candidate
gene expression data were considered.

It has been reported in multiple studies that ISGs are upregulated by IFNT [33,37,53,54].
Our results are in line with these observations, as MX1 was significantly upregulated by
IFNT. Interestingly, MX1 was significantly downregulated by IFNa. In contrast, the
non-classical candidate FABP3 was downregulated by both type 1 interferons. These
findings could reflect the necessity of a more adjusted IFNT concentration approach, as
only three concentrations were tested in this study. The physiological concentrations of
IFNT in vivo still need to be determined. This is a major task, because IFNT levels are
difficult to measure, as reviewed by Hansen et al. [55]. Concentrations of IFNT applied in
other in vitro studies ranged from 0.025 ng/mL [56] to 10,000 ng/mL [57]. In addition, the
definition and described characteristics of non-classical ISGs vary between studies [58-60].
Predominantly non-classical ISGs are described to be induced via P4, and exhibit biological
functions associated with pregnancy establishment [55,61,62]. In the present study, FABP3
was selected as a promising candidate to represent non-classical ISGs, because it had
previously been described as P4-dependent and functionally involved in the modulation
of cell growth and proliferation [58]. It was also promising because Bauersachs et al. [37]
described FABP3 as being strongly upregulated on day 15 and 18 of pregnancy, but not
after a challenge with IFN«. This group even described a significant decrease in FABP3
between day 13 and 19 in the estrus cycle in the same study. Unexpectedly, FABP3 was
downregulated by differing concentrations of IFNT and IFNw in our study, which has not
been described before. Whether FABP3 is a suitable candidate for non-classical ISGs needs
to be investigated. However, the model applied in this study could allow the evaluation
of typical characteristics and the identification of the differences between classical and
non-classical ISGs in future approaches.

Taken together, the present data generated with our highly defined endometrial
explant model, used to simulate the embryo-maternal contact zone, indicate a compet-
itive situation between IFNT and IFN«. Of course, the interpretation of functionality is
limited. In vitro models only reflect a snapshot of a far more complex situation in vivo.
The implementation of data on the protein level would be a logical and desirable next
step, but was outside of the feasible scope of this study. Furthermore, type 1 interferon
signaling pathways are very complex, and no signaling pathway alone is considered suffi-
cient to generate a complete biological response. Further studies with holistic techniques,
such as transcriptomics and proteomics, are required to determine why different signal-
transmitting possibilities are chosen over others. The possible applications of this model
include simulations of inflammatory conditions, such as endometritis.

5. Conclusions

In conclusion, a highly defined endometrial explant model was successfully imple-
mented in vitro and applied to test the inducibility of type 1 interferon receptor subunits
(IFNAR1/2). Exemplarily, classical and non-classical type 1 interferon pathways were
simulated via selected target genes. Further in vitro studies with this model might mimic
and explore the embryo—maternal contact zone in more detail, to answer research questions
in this area. This might lead to new diagnostic and therapeutic strategies for tackling
subfertility in dairy cows without the need for animal experiments.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com /2076-2
615/11/2/262/s1: Figure 51 (a) and (b), graphical illustration of sampling procedure; Figure 52,
graphical illustration of pipetting layout for the 24-well culture plate; Table 51, (a) IENAR1, (b)
IFNAR2, (c) STAT1, (d) PI3K, (e) MX1, and (f) FABP3: p values of gene expression comparisons of
treatment groups and the control (“control P4”).

36



III. Publikation

Animals 2021, 11, 262 12 of 14

Author Contributions: Conceptualization, S.T.S.,, W.P, EW,, H.Z., and M.M.M.; methodology, S.TS.,
SK.,EW, HZ, and MM.M.; formal analysis, software, data curation, and visualization, S.TS.,
Y.Z., and M.M.M_; validation, S.T.S., S K., and EW.; investigation, S. TS, AMK, JKS., and SK;
writing—original draft preparation, S.T.S. and M.M.M.; writing—review and editing, S.T.S., AM.K,,
JKS,SK,Y.Z, WP, EW, HZ,, and M.M.M.; resources, supervision, project administration, and
funding acquisition, EW., H.Z. and M.M.M. All authors have read and agreed to the published
version of the manuscript.

Funding: This research was funded by the 08LMU Mentoring Program for Young Scientists (Ludwig
Maximilians University Munich) and by the VET Research Program 2018, 2019, and 2020 (Ludwig
Maximilians University Munich).

Institutional Review Board Statement: The study was approved by the Ethics Commitee of the
Faculty of Veterinary Medicine, Ludwig Maximilians University Munich (code: AZ 246-22-12-2020).

Data Availability Statement: Data are contained within the article or supplementary material. Raw
data are available on request from the corresponding author.

Acknowledgments: We thank our VET Research students Karina Schechner, Angela Pitz, and Lisa
Oberberger for their valued support with the sample collection and analysis. Special thanks to
Viktoria Balasopoulou, Elena Gerdes, and Anna Rieger for their much-appreciated technical support
and Apl. Hans-Joachim Schuberth for his valuable advice concerning the study design.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. The funders had no role in the design
of the study; in the collection, analyses, or interpretation of data; in the writing of the manuscript, or
in the decision to publish the results.

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Bugueiro, A.; Fouz, R.; Camino, F,; Yus, E.; Diéguez, EJ. Robot milking and relationship with culling rate in dairy cows. Animal
2019, 13, 1304-1310. [CrossRef]

Bascom, S.S.; Young, A.J. A Summary of the Reasons Why Farmers Cull Cows. J. Dairy Sci. 1998, 81, 2299-2305. [CrossRef]
Hansen, P.J.; Soto, P.; Natzke, R P. Mastitis and Fertility in Cattle—Possible Involvement of Inflammation or Immune Activation
in Embryonic Mortality*. Am. |. Reprod. Immunol. 2004, 51, 294-301. [CrossRef]

Hill, ].R; Gilbert, R. Reduced quality of bovine embryos cultured in media conditioned by exposure to an inflamed endometrium.
Aust. Vet. ]. 2008, 86, 312-316. [CrossRef]

Sheldon, L; Noakes, D.; Rycroft, A.; Pleiffer, D.; Dobson, H. Influence of uterine bacterial contamination after parturition on
ovarian dominant follicle selection and follicle growth and function in cattle. Reproduction 2002, 123, 837-845. [CrossRef]
Kasimanickam, R.; Duffield, T.; Foster, R.; Gartley, C.; Leslie, K.; Walton, J.; Johnson, W. Endometrial cytology and ultrasonography
for the detection of subclinical endometritis in postpartum dairy cows. Theriogenology 2004, 62, 9-23. [CrossRef]

Sheldon, LM.; Lewis, G.S.; Leblanc, S.; Gilbert, R.O. Defining postpartum uterine disease in cattle. Theriogenology 2006, 65,
1516-1530. [CrossRef] [PubMed]

Wathes, D.C.; Oguejiofor, C.E; Thomas, C.; Cheng, Z.; Tomas, C. Importance of Viral Disease in Dairy Cow Fertility. Engineering
2020, 6, 26-33. [CrossRef] [PubMed]

Giir, S.; Dogan, N. The possible role of bovine herpesvirus type-4 infection in cow infertility. Animt. Sci. J. 2010, 81, 304-308.
[CrossRef] [PubMed]

Cheng, Z; Chauhan, L; Barry, A.; Abudureyimu, A_; Oguejiofor, C.; Chen, X.; Wathes, D.C. Acute bovine viral diarrhoea
virus infection inhibits expression of interferon tau-stimulated genes in bovine endometrium. Biol. Reprod. 2017, 96,
1142-1153. [CrossRef]

Lechner, L; Wiithrich, M.; Meylan, M.; Borne, B.H.P.V.D.; Schiipbach-Regula, G. Association of clinical signs after acute
Schmallenberg virus infection with milk production and fertility in Swiss dairy cows. Prev. Vet. Med. 2017, 146, 121-129.
[CrossRef] [PubMed]

Santman-Berends, I.; Hage, ].; Van Rijn, PA_; Stegeman, J.; Van Schaik, G. Bluetongue virus serotype 8 (BTV-8) infection reduces
fertility of Dutch dairy cattle and is vertically transmitted to offspring. Theriogenology 2010, 74, 1377-1384. [CrossRef] [PubMed]
Sreenan, J.; Diskin, M.; Morris, D. Embryo survival rate in cattle: A major limitation to the achievement of high fertility. BSAP
Occas. Publ. 2001, 26, 93-104. [CrossRef]

Diskin, M.G.; Murphy, J.; Sreenan, ]. Embryo survival in dairy cows managed under pastoral conditions. Anim. Reprod. Sci. 2006,
96, 297-311. [CrossRef] [PubMed]

Sreenan, ].M.; Diskin, M.G. Early embryonic mortality in the cow: Its relationship with progesterone concentration. Vet. Rec. 1983,
112, 517-521. [CrossRef]

37



III. Publikation

Anintals 2021, 11, 262 130f 14

16.

17.

18.
19.

20.
21.

26.

27.

29.

31.

32.

37.

39.

Talukder, A.K.; Marey, M.A ; Shirasuna, K.; Kusama, K.; Shimada, M.; Imakawa, K.; Miyamoto, A. Roadmap to pregnancy in the
first 7 days post-insemination in the cow: Immune crosstalk in the corpus luteum, oviduct, and uterus. Theriogenology 2020, 150,
313-320. [CrossRef]

Fair, T. The Contribution of the Maternal Inmune System to the Establishment of Pregnancy in Cattle. Front. Immunol. 2015, 6,
7. [CrossRef]

Platanias, L.C. Mechanisms of type-I- and type-II-interferon-mediated signalling. Nat. Rev. Immunol. 2005, 5, 375-386. [CrossRef]
Pestka, S.; Krause, C.D.; Walter, M.R. Interferons, interferon-like cytokines, and their receptors. Immumnol. Rev. 2004, 202,
8-32. [CrossRef]

Roberts, R.; Ealy, A_; Alexenko, A.; Han, C.-5_; Ezashi, T. Trophoblast Interferons. Placenta 1999, 20, 259-264. [CrossRef]

Jiang, K.; Chen, X.; Zhao, G.; Wu, H.; M4, ].; Qiu, C_; Peng, X_; Deng, G. IFN-T Plays an Anti-Inflammatory Role in Staphylococcus
aureus-Induced Endometritis in Mice Through the Suppression of NF-kB Pathway and MMP9 Expression. J. Interf. Cytokine Res.
2017, 37, 81-89. [CrossRef] [PubMed]

@strup, E.; Hyttel, P; @strup, O. Embryo-maternal communication: Signalling before and during placentation in cattle and pig,.
Reprod. Fertil. Dev. 2011, 23, 964-975. [CrossRef] [PubMed]

Wu, G.; Spencer, T.E; Ott, T.L. Placental Interferons. Amz. J. Reprod. Immunol. 1996, 35, 297-308. [CrossRef]

Spencer, TE; Forde, N.; Dorniak, P.; Hansen, T.R.; Romero, ].].; Lonergan, P. Conceptus-derived prostaglandins regulate gene
expression in the endometrium prior to pregnancy recognition in ruminants. Reproduction 2013, 146, 377-387. [ CrossRef]
Oliveira, ].E; Henkes, L.E.; Ashley, RL_; Purcell, S.H.; Smirnova, N.P; Veeramachaneni, DN.R; Anthony, R.V.; Hansen, T.R.
Expression of Interferon (IFN)-Stimulated Genes in Extrauterine Tissues during Early Pregnancy in Sheep Is the Consequence of
Endocrine IEN-T Release from the Uterine Vein. Endocrinology 2008, 149, 1252-1259. [CrossRef]

Kunii, H.; Koyama, K;; Ito, T.; Suzuki, T,; Balboula, A.Z.; Shirozu, T.; Bai, H.; Nagano, M.; Kawahara, M.; Takahashi, M. Hot topic:
Pregnancy-induced expression of interferon-stimulated genes in the cervical and vaginal mucosal membranes. |. Dairy Sci. 2018,
101, 8396-8400. [CrossRef]

Spencer, TE.; Johnson, G.A.; Bazer, EW.; Burghardt, R.C.; Palmarini, M. Pregnancy recognition and conceptus implantation in do-
mestic ruminants: Roles of progesterone, interferons and endogenous retroviruses. Reprod. Fertil. Dev. 2007, 19, 65-78. [CrossRef]
Martins, T; Pugliesi, G.; Sponchiado, M.; Gonella-Diaza, A M.; Ojeda-Rojas, O.A_; Rodriguez, ED.; Ramos, RDS.; Basso, AC.;
Binelli, M. Perturbations in the uterine luminal fluid composition are detrimental to pregnancy establishment in cattle. J. Aninr.
Sci. Biotechnol. 2018, 9, 70. [CrossRef]

Bauersachs, S.; Wolf, E. Uterine Responses to the Preattachment Embryo in Domestic Ungulates: Recognition of Pregnancy and
Preparation for Implantation. Annu. Rev. Anim. Biosci. 2015, 3, 489-511. [CrossRef]

Rashid, M.B.; Talukder, A K; Kusama, K.; Haneda, S.; Takedomi, T.; Yoshino, H.; Moriyasu, S.; Matsui, M.; Shimada, M.; Imakawa,
K.; et al. Evidence that interferon-tau secreted from Day-7 embryo in vivo generates anti-inflammatory immune response in the
bovine uterus. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2018, 500, 879-884. [CrossRef]

Talukder, A.K;; Yousef, M.S.; Rashid, M.B.; Awai, K.; Acosta, T.].; Shimizu, T.; Okuda, K.; Shimada, M.; Imakawa, K.; Mivamoto, A.
Bovine embryo induces an anti-inflammatory response in uterine epithelial cells and immune cells in vitro: Possible involvement
of interferon tau as an intermediator. J. Reprod. Dev. 2017, 63, 425-434. [CrossRef] [PubMed ]

Ott, T.L. Immunological detection of pregnancy: Evidence for systemic immune modulation during early pregnancy in ruminants.
Theriogenology 2020, 150, 498-503. [CrossRef] [PubMed]

Kim, M.-5.; Min, K.-5.; Imakawa, K. Regulation of Interferon-stimulated Gene (ISG)12, ISG15, and MX1 and MX2 by Conceptus
Interferons (IFNT5) in Bovine Uterine Epithelial Cells. Asian-Australas. |. Anint. Sci. 2013, 26, 795-803. [CrossRef] [PubMed]
Toji, N.; Shigeno, S.; Kizaki, K.; Koshi, K.; Matsuda, H.; Hashiyada, Y.; Imai, K.; Takahashi, T; Ishiguro-Oonuma, T.; Hashizume,
K. Evaluation of interferon-stimulated genes in peripheral blood granulocytes as sensitive responders to bovine early conceptus
signals. Vet. J. 2017, 229, 37-44. [CrossRef] [PubMed]

Bauersachs, S.; E Ulbrich, S.; Gross, K.; Schmidt, S.E.M.; Meyer, H.H.D.; Wenigerkind, H.; Vermehren, M.; Sinowatz, E; Blum, H.;
Wolf, E. Embryo-induced transcriptome changes in bovine endometrium reveal species-specific and common molecular markers
of uterine receptivity. Reproduction 2006, 132, 319-331. [CrossRef] [PubMed]

Wu, G.; Burghardt, R.C.; Johnson, G.A.; Spencer, TE.; Wu, G. Interferons and progesterone for establishment and maintenance of
pregnancy: Interactions among novel cell signaling pathways. Reprod. Biol. 2008, 8, 179-211. [CrossRef]

Bauersachs, S.; Ulbrich, S.E.; Reichenbach, H.-D.; Reichenbach, M.; Biittner, M.; Meyer, H.H.; Spencer, T.E.; Minten, M.; Sax, G.;
Winter, G.; et al. Comparison of the Effects of Early Pregnancy with Human Interferon, Alpha 2 (IFNA2), on Gene Expression in
Bovine Endometriuml. Biol. Reprod. 2012, 86, 46. [CrossRef]

Mansouri-Attia, N.; Sandra, O.; Aubert, J.; Degrelle, S.; Everts, R.E.; Giraud-Delville, C.; Heyman, Y.; Galio, L.; Hue, I; Yang,
X.; et al. Endometrium as an early sensor of in vitro embryo manipulation technologies. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 106,
5687-5692. [CrossRef]

Borges, AM.; Healey, G.D.; Sheldon, LM. Explants of Intact Endometrium to Model Bovine Innate Immunity and Inflammation
Ex Vivo. Amt. J. Reprod. Imnmol. 2012, 67, 526-539. [ CrossRef]

Helfrich, A.L.; Reichenbach, H.-D.; Meyerholz, M.M.; Schoon, H.-A.; Arnold, G.J.; Fréhlich, T.; Weber, E.; Zerbe, H. Novel
sampling procedure to characterize bovine subclinical endometritis by uterine secretions and tissue. Theriogenology 2020, 141,
186-196. [CrossRef]

38



III. Publikation

Animals 2021, 11,262 14 of 14

41.  Melcher, Y.; Prunner, L; Drillich, M. Degree of variation and reproducibility of different methods for the diagnosis of subclinical
endometritis. Theriogenology 2014, 82, 57-63. [CrossRef] [PubMed]

42, Madoz, L.; Giuliodori, M.].; Jaureguiberry, M.; Pléntzke, J; Drillich, M.; De La Sota, R. The relationship between endometrial
cytology during estrous cycle and cutoff points for the diagnosis of subclinical endometritis in grazing dairy cows. J. Dairy Sci.
2013, 96, 4333-4339. [CrossRef] [PubMed)]

43, Van Schyndel, 5] .; Pascottini, O.B.; Leblanc, S. Comparison of cow-side diagnostic techniques for subclinical endometritis in
dairy cows. Theriogenology 2018, 120, 117-122. [CrossRef] [PubMed]

44, Cheong, S.H; Nydam, D.; Galvao, K.; Crosier, B.; Ricci, A.; Caixeta, L.; Sper, R.; Fraga, M.; Gilbert, R. Use of reagent test strips for
diagnosis of endometritis in dairy cows. Theriogenology 2012, 77, 858-864. [CrossRef] [PubMed]

45.  Schabmeyer, S.; Kneidl, A.; Schneider, J.; Weber, E; Kirsch, S.; Petzl, W.; Zerbe, H.; Schuberth, H.-].; Meyerholz, M.M. Reduced
circumfluent oxygen concentration increases cell functionality of bovine endometrial tissue explants in vitro. Reprod. Doumest.
Anim. 2020, 55, 26. [CrossRef]

46. Haeger, J-D.; Loch, C; Pfarrer, C. The newly established bovine endometrial gland cell line (BEGC) forms gland acini in vitro
and is only IFNT-responsive (MAPK42/44 activation) after E 2 and P 4 -pre-incubation. Placenta 2018, 67, 61-69. [CrossRef]

47.  Toji, N.; Koshi, K.; Furusawa, T.; Takahashi, T.; Ishiguro-Oonuma, T.; Kizaki, K.; Hashizume, K. A cell-based interferon-tau assay
with an interferon-stimulated gene 15 promoter. Bioned. Res. 2018, 39, 13-20. [CrossRef]

48. Mathew, D.].; Sanchez, ].; Passaro, C.; Charpigny, G.; Behura, S.K.; Spencer, T.E.; Lonergan, P. Interferon tau-dependent and
independent effects of the bovine conceptus on the endometrial transcriptomet. Biol. Reprod. 2019, 100, 365-380. [CrossRef]

49.  Schifer, WR.; Fischer, L.; Roth, K; Jiillig, A.K,; Stuckenschneider, ].E.; Schwartz, P.; Weimer, M.; Orlowska-Volk, M.; Hanjalic-Beck,
A Kranz, L; et al. Critical evaluation of human endometrial explants as an ex vivo model system: A molecular approach. Mol.
Hum. Reprod. 2010, 17, 255-265. [CrossRef]

50. A Bersinger, N.; Genewein, E.M.; Miiller, O.; Altermatt, H.].; McKinnon, B.; Mueller, M.D. Morphology of human endometrial
explants and secretion of stromal marker proteins in short- and long-term cultures. Gynecol. Surg. 2009, 7, 75-80. [CrossRef]

51. Wallace, RM.; Hart, M.L.; Egen, T.E.; Schmelzle, A.; Smith, M.E,; Pohler, K.G.; Green, ].A. Bovine pregnancy associated glycopro-
teins can alter selected transcripts in bovine endometrial explants. Theriogenology 2019, 131, 123-132. [CrossRef] [PubMed]

52, Takino, T.; Okamura, T.; Ando, T.; Hagiwara, K. Change in the responsiveness of interferon-stimulated genes during early
pregnancy in cows with Borna virus-1 infection. BMC Vet. Res. 2016, 12, 1-4. [CrossRef]

53. Forde, N.; Dufty, G.B.; Mcgettigan, PA.; Browne, ].A.; Mehta, ].P; Kelly, A.K.; Mansouri-Attia, N.; Sandra, O.; Loftus, BJ.;
Crowe, M.A; et al. Evidence for an early endometrial response to pregnancy in cattle: Both dependent upon and independent of
interferon tau. Physiol. Genom. 2012, 44, 799-810. [CrossRef] [PubMed]

54. Forde, N,; Carter, F.; Spencer, T.; Bazer, F; Sandra, O.; Mansouri-Attia, N.; Okumu, L.; Mcgettigan, P.; Mehta, J.; McBride, R; et al.
Conceptus-Induced Changes in the Endometrial Transcriptome: How Soon Does the Cow Know She Is Pregnant?1. Biol. Reprod.
2011, 85, 144-156. [CrossRef] [PubMed]

55. Hansen, TR, Sinedino, L.D.P; E Spencer, T. Paracrine and endocrine actions of interferon tau (IFNT). Reproduction 2017, 154,
F45-F59. [CrossRef] [PubMed]

56. Talukder, A.K.; Rashid, M.B.; Yousef, M.S.; Kusama, K.; Shimizu, T.; Shimada, M.; Suarez, S.5.; Imakawa, K.; Miyamoto, A.
Oviduct epithelium induces interferon-tau in bovine Day-4 embryos, which generates an anti-inflammatory response in immune
cells. Sci. Rep. 2018, 8, 7850. [CrossRef] [PubMed]

57. Chethan, SG.; Singh, SK.; Nongsiej, ].; Rakesh, H.B.; Singh, R.P; Kumar, N.; Agarwal, S.K. IEN-TActs in a Dose-Dependent
Manner on Prostaglandin Production by Buffalo Endometrial Stromal Cells Culturedin vitro. Reprod. Domest. Anim. 2014, 49,
403-408. [CrossRef] [PubMed]

58.  Spencer, T.E; Forde, N_; Lonergan, P. The role of progesterone and conceptus-derived factors in uterine biology during early
pregnancy in ruminants. J. Dairy Sci. 2016, 99, 5941-5950. [CrossRef]

59. Spencer, T.E.; Hansen, T.R. Implantation and Establishment of Pregnancy in Ruminants. In Transformations in the Facial Region of
the Human Embryo; Springer Nature: Berlin, Germany, 2015; Volume 216, pp. 105-135.

60. Spencer, T.E,; Sandra, O.; Wolf, E. Genes involved in conceptus—endometrial interactions in ruminants: Insights from reductionism
and thoughts on holistic approaches. Reproduction 2008, 135, 165-179. [CrossRef]

61. Brooks, K.; Burns, G.; Spencer, T.E. Conceptus elongation in ruminants: Roles of progesterone, prostaglandin, interferon tau and
cortisol. J. Anim. Sci. Biotechnol. 2014, 5, 53. [CrossRef]

62.  Dorniak, P; Bazer, FW.; Spencer, T.E. Physiology and Endocrinology Symposium: Biological role of interferon tau in endometrial

function and conceptus elongation. J. Anim. Sci. 2013, 91, 1627-1638. [CrossRef] [PubMed]

39



II1. Publikation

‘(mo1eq ojoud) 23ed 2o [PM-FT
a3 0y 1Rysuen pue (aaoqe Peip) sjuejdxe [eLPWOpUL wWoly anssy [eLjpwofw enpisar Sugeedsg
(q) ‘(eaoqe eap ‘mofeq ojoyd) wnimpwodw ay) woay papassip pue sdeosoy uorspaad ypm
uonsod ur pray ‘yound Asdorq unu ¢ e yim sjuerdxe ergewopus SumreiqQ (e) Lead ur pakerdsp
sdeoioy uospaad ‘sour yoelq se padeydsip suoposssip ‘mofpA ur padeidsip enssy [eEWOAW
~quid ur paferdsp anssp fernawopuy ampadoad Surdures jo uvonensny eonydern -7 amSig

a (e

40



II1. Publikation

‘S[[2M PaJRITPUL 0} PAPPE 310 M
() 2uorsaBoid ui/Su gz Areuontppe ‘[Tu/3u] suoHEUIqUIOD PUE SUOHEIUIIUOD SURRYIP
ur (v) ¥ UoIBHIRUT ‘(1) 1 UOISJIBIUI SINIXIIPE 3ATPadsal pue WnIpsil snisjn Ui T SURJUod
oM yoeq -=eyd amamd [em-fz oy Joy noke] Sumedid jo uonensny eonydern -gg amSig

wmipaur
snIRIn
[oRud

41



(QIVNAD T iunqns so3dadar uosagrapur 1 adALe

‘su 0700 LA00 £80°0 0200 1000 £80°0 su su Fd J01U0d
s U "su s ‘su 8200 ‘su s ‘su V0L + 2001
0F0°0 “SUu ‘su s v ERY B su su VT + 2000
2200 su su ER su U su s su YOOL + 0L
/500 su sTu su su s su su su 000E
0e00 "su |su "su su ERY su R su 0001
1000 8700 s su s U U 6200 0700 0L
€800 s su su su s U sTu s 100€
su s su su su s 6c00 s s 2001
s s s s s s 0F00 s su 101
o[ / Su] dnoag
Fd [011U0d V00T + 2001 V0L + 00T VOOL + 201 000¢ 00T Ryl 200¢ 1001 101 JuaumEaI],

_bd 1o13u00,, pue sdnoid Jusunean uaamiaq suosuedwod uorssardxe auad Jo sanfea d i VNAIL (qIS 2198l

Jueoyuds A[eonsnes se gprg > o pue sepuapua) [edRsHess se [0 > sanfea d ('s'u) jueogruSis jou se papreSar
aram 1 <sanfea d :sapod sourdgudG S[EPOU 1A PAXU TEAUT] B WpIM pajemofed asam sdnord juaunean jo suosuredwo) ((000T + 2001 PUB 00T +200T 00T + L0T) SUORRUIqWod pue ‘(0 10 1 Tui/du
00€ PUB Q0T ‘0T) SUORBIUSIIOI JUIJFIP 18 (1) 1 UOIILINUT 10/pue (1) 1 uOIRJINUL pue fJ Tur/Su 07 yim 10 (,Fd [onuoed,,) suoraisadord qui/du oz ypim pajean a1om spuedxy “dnosd yusunean £1aa0
10§ (YDdb-1¥) vonoear ureyd aserawidjod auwmg-ear e1a sjuedxa [ergOWOpUA SUIAO] UT painseawr sem sauad jadie; jo uossardxa aual paunoysuen 8o 2 (LYY NAL 1 3ungns 10pdadar uorapaqur | adA T

III. Publikation

Y00 <2000 L1000 180°0 °L0°0 L¥00 su 9900 su Fd 101u0d
00 su su su su su su su s V00T + 2001
<000 sTu sTu su sTu su su su su V0T + 1001
2100 su su su su su su ERY su V00T + 20T
180°0 sTu su ERY sTu U su ERY su 000
7200 sTu su sTu su su sTu su sU VO0L
ZF00 sTu su sTu sUu sTu U ERY sU VoL
su su su su su su su ERY s 100¢
9900 su su su su su su su s 1001
su stu su stu sTu sTu sTu sTu sTu 01
¥d 101310 V00T + 2001 V0L +200L V0L +20L 000 000L oL 200€ 1001 101 el / 3uj dnoxs
JuAUNeaI]

Jbd 1omuo0a,, pue sdnoi§ jusunearn usamyaq suostriedwos uorssardxe auad jo sanpea d ;YNNI *(PLS 21qe.L

42



III. Publikation

(31€1d) aseuny-¢ apisoutoydsoy »

su su su 6900 su Su su Su su Bd [0U0D
su su su £90°0 su 9600 su U su ©00L + 2001
U su su su su su su s su V0L +200L
s U s u su su su su U su V0L + 201
69070 €900 su su su su su su U 0008
U U s u su U su su U U 0001
s 9600 su su su su su su su 001
U su U su U su su su Su 100€
U U s u su U su su U SU 1001
su su sTu s su s su su s FOH
<[t/ Bu] dnoxo
¥d [oquod 0001 + 2001 00T + 00T 0001 + 20T 000€ 0001 01 100€ 1001 01 Jusureary
LBd [onuod,, pue sdnoi juawgean usamiaq suostredwod uorssardxe auaf jo sanpea d Eld (PIS 21qeL
(1Lv.1S) vondupsuen jo sojeanse pue eonpsuesn (eudig
s €000 sUu s s 0900 6000 U SH00 Fd [07]U0D
s 200 su su su su 7900 U su 000L + 2001
€000 200 9100 1000 > 6800 su su su Su QL+ 2001
s SU 9100 sU su su 9500 U su V0L + 201
su su 000> U 2200 200 2000 500 9100 000€
U s 68070 su 2200 su su s U s 00T
0900 U su su 1200 su su su Su 001
6000 2900 su 00 2000 s su su U 100¢
su U su su 00 su su su U 1001
SF00 U s u su 9100 su su U su 201
21w / Su] dnoxo
Fd [01u0> V00T + 2001 YOI + 00T V001 + 201 000g 0001 Rl 100¢ 1001 101 Juouneal,

Fd [o3um,, pue sdnoid jusunessy usamyaq suostedwiod uorssardxa auad jo sanjea d 4 11V 1S "OLS A1qe.L

43



III. Publikation

(edgv4) ¢ utajord Surpurg-pioe Ane ,

6200 U s 000 s Su 000 9300 BT Y [oxuo>
6200 8500 €00 su su 2100 su su 8000 00T + 200T
U 800 su €000 su U 100 U su 00T +200T
su 0e00 su 1000 su su w000 880°0 U 0001 + 201
1000 su €00°0 1000 1900 1000 > su U 1000 > ¥00E
s su su su 1900 6800 su su <900 V001
U 10 U U 1000 > 6800 w000 1700 sU 201
#0000 sTU 100 F00°0 U sU w000 U 1000 > 100€
980°0 sUu U 8800 U su 1700 su 6200 1001
U 8000 U su 1000 > €900 U 1000 > 6200 101
PAIONUO> | VOOT+300T | VOL+200L | DOOT+30T v00g vQoL 0 200¢ 1001 101 </ 3u] Croz
JuduRAL],
Fd [ouom,, pue sdnoid yusugean usemiaq suostredwod uoissardxa auad jo sanjea d ;£ “(LS dqeL
(IXIA) ura0ad SUIpUIq-g 10D PIdNPUI-UOIRFIA] o
10000 > 10000 > s su su 00 10000 > 10000 > 200 7d [onuod
10000 > 9000 w0 10000 > w000 €00 10000 > 6500 6500 0001 + 2001
10000 > 9000 10000 > T000°0 > 10000 > 10000 > su U 10000 > YOT + 2001
U 000 10000 > 1600 su U 10000 > 10000 > U YOOI + 201
su 10000 > T000°0 > 1600 w00 <000 T000°0 > 10000 > €000 000E
U 000 10000 > sUu 500 U 10000 > 10000 > U Y001
FE00 €00 T000°0 > su <000 su T000°0 > 10000 U 0L
10000 > 10000 > U 10000 > 10000 > 10000 > 10000 > 9200 10000 > 100€
10000 > 6500 U 10000 > 10000 > 10000 > 10000 9200 1000 > 1001
200 6500 10000 > U €000 sUu U 10000 > 1000 > 101
Fd [017u0d VOOL + 2001 | YOI+ 00T VOO + 10T 000g 0001 001 100¢ 2001 201 2[ur / Su] dnoisy
JudumRdL],

LBd 103u0,, pue sdnoid yusunear usemiaq suostredwod uorssardxe auad jo sanjea d LTXIA "(FLS d1qeL

44



IV. Diskussion

IV. DISKUSSION

Subfertilitit beim Milchrind ist von groBer wirtschaftlicher sowie ethischer
Relevanz. Die Zusammenhinge zwischen inaddquater embryo-maternaler
Kommunikation und subklinischen Entziindungszustdnden des Endometriums sind
trotz intensiver Forschungsaktivitit auf diesem Gebiet weiterhin nicht endgiiltig
geklart. Aufgrund der Komplexitét dieses Wissenschaftsgebietes bietet der Einsatz
von in vitro-Modellen grofle Vorteile. Mithilfe dieser Modelle wird die
in vivo-Situation simuliert, um sich systematisch den offenen Fragen anzunéhern. In
dieser Studie wurde ein hoch definiertes endometriales Explantmodell verwendet,
um drei iibergeordnete Aspekte zu bearbeiten. Zunéchst sollte mit dem Modell die
Induzierbarkeit der Typ-1 Interferon Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und IFNAR2
getestet werden. Im zweiten Schritt sollte eine kompetitive Situation zwischen dem
embryonalen Signal IFN t und IFN o, als weiteren Vertreter der Typ-1 Interferone,
in Anwesenheit von P4 nachgestellt werden. Im dritten Schritt wurden durch die
Messung ausgewdhlter Zielgene exemplarisch klassische und nicht-klassische
Typ-1 Interferon-Signalwege abgebildet. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
drei libergeordneten Teile des Projektes im Kontext der aktuellen Literatur

diskutiert.

Die verwendeten bovinen endometrialen Gewebeproben wurden am Schlachthof
gewonnen. Die bakteriologische und zytologische Untersuchung der Spenderorgane
ergab, dass alle verwendeten endometrialen Explants von uterusgesunden
Spendertieren stammten. Die endometrialen Explants wurden in vitro mit IFN T und
IFN o in unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen versetzt. Durch
Supplementierung von P4 wurde der Zyklusstand Didstrus simuliert. Die

Typ-1 Interferone IFN t und IFN a wurden ausgewdhlt, um eine kompetitive
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Situation zwischen dem embryonalen Signal zur maternalen Tréachtigkeitserkennung
und einem infektionsassoziierten Signal zu simulieren. Dieser Untersuchung lag
unter anderem folgende Hypothese zugrunde: eine hohere Affinitdt anderer Typ-
1 Interferone als IFN 1 fiir die Typ-1 Interferon Rezeptoruntereinheiten IFNAR1
und IFNAR?2 fiihrt zu unzureichender Bindung von IFN t an IFNAR1 und IFNAR2.
Eine addquate Weiterleitung des embryonalen Signals IFN t kdnnte somit behindert
oder unterbunden und die maternale Tréachtigkeitserkennung verhindert werden,
sobald ein anderes Typ-1 Interferon im uterinen Milieu vorhanden ist. Neue
Erkenntnisse liber diese potenzielle Konkurrenzsituation konnten zu einem besseren
Versténdnis der Subfertilitit beim Rind beitragen. Das endometriale Explantmodell
wurde fiir diese Untersuchung herangezogen, da es die Moglichkeit bietet,
endometriales Gewebe mit physiologischen Zell-Zell-Kontakten unter kontrollierten
Bedingungen in vitro gezielt zu simulieren. Die angewendeten Konzentrationen von
P4, IFNt und IFNoa wurden gemé den in der Literatur verwendeten
Konzentrationen ausgewidhlt (CHETHAN et al, 2014; CHENG et al., 2017;
HAEGER et al., 2018; ZHAO et al., 2018). Nach in vitro-Stimulation mit IFN t und
IFN a in unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen wurden IFNARI1,
IFNAR2, STATI, PI3K, MX1 und FABP3 als Zielgene ausgewéhlt, um beispielhaft

klassische und nicht-klassische Typ-1 Interferon-Signalwege abzubilden.

1. Validierung des verwendeten endometrialen Explantmodells

In der Literatur liegen einige Studien vor, die sich mit der Etablierung und
Verwendung von endometrialen Explantmodellen befassen. Die Modelle
unterscheiden sich beziiglich der Entnahmetechnik, Spezies und der inhaltlichen

Ausrichtung der bearbeiteten Fragestellungen.

BORGES et al. (2012) etablierten ein Modell mit endometrialem Gewebe von
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geschlachteten Kiihen, um Immunitéts- und Entziindungsmechanismen néher zu
untersuchen. Dabei wurde die Akkumulierung unterschiedlicher Interleukine als
Reaktion des endometrialen Gewebes auf die Belastung mit hitzegetdteten Bakterien
gemessen. Es wurde festgestellt, dass die Antwort auf entziindliche Reize stark
abhéngig vom jeweiligen Zyklusstand des Tieres war. Dariiber hinaus konnte die
Arbeitsgruppe einen Einfluss der Explant-Priparation auf die Gewebeantwort
feststellen. Die mithilfe einer 8 mm Hautbiopsiestanze gewonnenen Explants
wurden zum Teil in einem weiteren Schritt mechanisch zerkleinert. AnschlieBend
wurde die Interleukin-Akkumulierung innerhalb nicht-zerkleinerter und
zerkleinerter ~ Explants  verglichen und  es fiel eine  erhohte
Interleukin-Akkumulierung innerhalb der Gruppe zerkleinerter Explants auf. Die
Arbeitsgruppe fiihrte diesen Effekt auf eine durch die Zerkleinerung ausgeloste
sterile Entziindung zuriick, die die Aussagekraft des Modells bzgl. der entziindlichen

Gewebereaktion beeintréchtigt.

In der vorliegenden Studie wurde die Explant-Entnahmemethode mittels 5 mm
Hautbiopsiestanze nach BORGES et al. (2012) angewendet. Im Rahmen von
Vorversuchen waren verschiedene Entnahmetechniken evaluiert worden. Dabei
wurde der Zeitaufwand bei der Entnahme, die durch Manipulation verursachte
Gewebeirritation, die Reproduzierbarkeit gleichgroBer Explants und die
Handhabbarkeit der Instrumente wahrend der Probenentnahme bewertet. Verglichen
wurde die Entnahme mittels Hautbiopsiestanze in den Durchmesserausfithrungen 3,
5 und 8 mm (BORGES et al., 2012) und die Gewinnung von Explants mittels
federgespannten Biopsie Entnahmegerites (LIND, 2011; MACIAS LUACES,
2019). Zusitzlich wurde der erste Arbeitsschritt der Explantgewinnung nach
BARTELS (2014), das Abpriparieren endometrialen Gewebes mittels Skalpell und

Pinzette, evaluiert. Basierend auf den oben genannten Parametern, wurde die 5 mm
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Hautbiopsiestanze ohne nachfolgendes Zerteilen des endometrialen Explantgewebes

als am besten geeignetes Verfahren ausgewéhlt.

MATHEW et al. (2019) verwendeten ebenfalls die Explant-Entnahmemethode
mittels Hautbiopsiestanze, um IFN t-abhéngige und -unabhéngige Effekte auf die
Genexpression innerhalb des bovinen Endometriums zu untersuchen. Dafiir wurden
endometriale Explants fiir 6 Stunden entweder mit Embryonen, die am Tag 15 nach
Fertilisation gewonnen worden waren oder mit 100 ng/ml ovinem IFN t inkubiert.
Im Rahmen dieser Studie konnten Hinweise auf weitere embryonale Faktoren
detektiert werden, die in Zusammenhang mit einer erfolgreichen
Tréachtigkeitsetablierung stehen. Diese konnen dabei abhidngig sowie unabhéingig
von IFN t agieren. Im Gegensatz zu den von BAUERSACHS et al. (2012) in vivo
identifizierten Genen, die bei Tag 15-18 p.c. tragenden Rindern, aber nicht nach
IFN a-Stimulation hochreguliert waren, konnten innerhalb der von MATHEW et al.
(2019) durchgefiihrten Studie keine erhohten Genexpressionen nach Inkubation mit
Embryonen oder ovinem IFN 1 festgestellt werden. Dies kann auf die Verwendung
eines ex vivo-Modells, der Inkubation mit ovinem statt bovinem IFN t und/oder
einer begrenzten Inkubationszeit von 6 Stunden zuriickzufiihren sein. Auch eine
fehlende Supplementierung des Inkubationsmediums mit P4 konnte diese

abweichenden Ergebnisse bedingen.

Ein humanes endometriales Explantmodell wurde von SCHAFER et al. (2010)
angewendet, um funktionelle Auswirkungen von Chemikalien und Arzneimitteln
auf Genexpressionsebene ex vivo, aber mit erhaltener gewebespezifischer
Konnektivitdit zwischen Endometriumszellen, zu untersuchen. Das mittels
Aspirationskiirettage gewonnene Gewebe wies jedoch starke individuelle
Schwankungen und Unterschiede in der Gewebequalitdt auf und begrenzte so die

Aussagekraft des Modells. BERSINGER et al. (2010) untersuchten die
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morphologische Integritit von humanen endometrialen Explants. Dabei stellten die
Autoren fest, dass die Zellbeschaffenheit bereits nach 12 Stunden in Kultur
autolytischen Verdnderungen unterlag. Sie konnten jedoch zeigen, dass dieser

Prozess in Anwesenheit von P4 verlangsamt wurde.

Insgesamt betrachtet besteht der Vorteil von Explantmodellen verglichen mit
zweidimensionalen (2D) Zellkulturmodellen in der Aufrechterhaltung der Integritét
einer dreidimensionalen (3D) Struktur. Durch die strukturelle Erweiterung von
Zellkulturmodellen, ist die Abbildung eines Zelltypus in 3D Struktur jedoch
ebenfalls moglich und gewinnt innerhalb der ex vivo-Modelle immer mehr an
Bedeutung (YAMAUCHI et al., 2003; HILLREINER et al., 2017). Zu den Vorteilen
der 3D Zellkultur gegeniiber Explantmodellen zdhlen die Reproduzierbarkeit und
flexiblere Nutzbarkeit durch sterile Anzucht nach festgelegtem Protokoll, ohne die
Notwendigkeit einer Vielzahl an Explants von lebenden oder geschlachteten
Rindern. Auch kann die Degeneration der Zellen innerhalb der Zellkultur besser
iiberwacht werden als bei Explants. Dennoch zeigen sich beim Vergleich mit
Explantmodellen in der 3D Zellkultur dhnliche Schwichen, wie innerhalb der 2D
Zellkultur. So konnen durch den aus dem lebenden oder frisch geschlachteten
Organismus  entnommenen  Gewebeverband  innerhalb der  Explants
gewebespezifische Reaktionen realititsnaher und umfassender widergespiegelt
werden, wie bereits von mehreren Arbeitsgruppen zusammenfassend erldutert wurde
(RESAU et al., 1991; SCHINDLER et al., 2005). Auch stellt die Gewinnung von
Explants aus dem origindren Organismus eine umfassendere Abbildung
tierindividueller Unterschiede dar, die infolge der Anzucht nur einer Zelllinie
verloren geht. Beziiglich der Uberpriifung von Gewebedegeneration innerhalb der
Explants wiren histologische Untersuchungen vor und nach durchgefiihrter

Inkubation informativ. Innerhalb der vorliegenden Studie lagen solche
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Untersuchungen auflerhalb des realisierbaren Rahmens.

Die maternale Erkennung des embryonalen Signals IFN 7 ist entscheidend fiir die
Implantation des Embryos wund den Tréchtigkeitsausgang beim Rind.
In vitro-Modelle, die fiir die Untersuchung der embryo-maternalen Kontaktzone
verwendet werden, sollten diese Signaliibertragung mdglichst umfassend abbilden.
In einer kiirzlich verdffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass am Tag 18 p.c.
entnommene Explants von nicht-tragenden Férsen eine signifikant hdohere
Genexpression von ISG 15 zeigten, wenn sie 24 Stunden mit
trachtigkeitsassoziierten  Glykoproteinen (englisch: Pregnancy  Associated
Glycoproteins, PAG) inkubiert wurden, im Vergleich zu Explants von
nicht-tragenden Férsen ohne PAG Inkubation (WALLACE et al., 2019). Dieses
Ergebnis spiegelt eine gewebespezifische Reaktion auf ein mit der frithen
Tréchtigkeit verbundenes Signal wider. Nach aktuellem Kenntnisstand wurde bisher
kein bovines endometriales Explantmodell verwendet, um a) die Induzierbarkeit von
IFNAR1 und IFNAR2 zu testen, b) klassische sowie nicht-klassische Typ-
1 Interferon-Signalwege, c) eine Konkurrenzsituation zwischen IFN t und IFN o
durch Exposition mit verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen von IFN t

und IFN a nachzuahmen.

In der vorliegenden Studie konnten mithilfe des hoch definierten Probenmaterials
signifikante und biologisch sinnvolle Reaktionsunterschiede bzgl. der
Interferon-Signaltransduktion modelliert und nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse bekréftigen die Validitdit des Modells zur Simulation der

embryo-maternalen Kontaktzone.
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2. Konkurrenzsituation von IFN Tt und IFN o entlang des

Signalweges

Die in der vorliegenden Studie erzielten Genexpressions-Ergebnisse ausgewdhlter
Zielgene lassen vermuten, dass eine kompetitive Situation zwischen den beiden
Signalen IFN t und IFN a in Gegenwart von P4 beziiglich der Signalweiterleitung
besteht. Es wurde zunéchst angenommen, dass die Konkurrenzsituation zwischen
IFN t und IFN a bereits auf Rezeptorebene beobachtet werden kann. Diesbeziiglich
konnte zwar die Induzierbarkeit beider Untereinheiten des Rezeptors nach
Stimulation mit IFN t und IFN « in verschiedenen Konzentrationen gezeigt werden.
Die Genexpression von IFNARI und IFNAR2 unterschied sich jedoch nicht
signifikant innerhalb der Inkubationsansdtze mit unterschiedlichen Konzentrationen
von IFN 1, IFN o und den Kombinationen IFN t + o. Weder IFNAR1 noch IFNAR2
zeigten eine konzentrationsabhidngige Regulation der Genexpression nach
Stimulation mit IFN © oder IFN a. Auch die verschiedenen Kombinationen von
IFN 1+ o induzierten auf Rezeptorebene keine unterschiedliche Genexpression.
Stattdessen konnte ein kompetitives Verhalten der beiden Interferone ab der Ebene
der regulatorischen Faktoren und insbesondere entlang des klassischen
(exemplarisch STAT1 und MX1) und entlang des nicht-klassischen
Typ-1 Interferon-Signalweges (exemplarisch PI3K und FABP3) festgestellt werden.

Beim Vergleich der Genexpression von MXI1 und STAT1 innerhalb der
Inkubationsansdtze IFNt+a, konnte gezeigt werden, dass hdohere
IFN a-Konzentrationen zu einer verminderten MX1 und STAT1 Genexpression
fiihrten, wobei dieser Effekt bei der Expression des Zielgens MX1 deutlicher
ersichtlich war. Es scheint, dass mit steigenden IFN a-Konzentrationen eine

vollsténdig erfolgreiche IFN t-Stimulation verhindert wird. Die Annahme, dass eine
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Konkurrenzsituation zwischen IFNt und IFNa mit dem verwendeten
Explantmodell ab der Ebene der regulatorischen Faktoren simuliert werden kann,
wird damit unterstiitzt. /n vivo konnte eine solche Parallelmodulation des
Typ-1 Interferon-Signalweges durch unterschiedliche Interferone nach Infektion,
z.B. einer Virusinfektion, ausgeldst werden. TAKINO et al. (2016) beschreiben in
ihrer Studie eine hohere Genexpression von ISG15 und von Interferon-induziertem
Guanosintriphosphat-bindenden Protein 2 (MX2) in PBMCs friihtrachtiger Rinder,
die serologisch positiv auf das Borna Virus getestet wurden, als bei serologisch
negativ getesteten Rindern. Sie fiihren diese Ergebnisse darauf zuriick, dass bei einer
bestehenden Borna Virus Infektion mehr IFN t benétigt wird und in Folge eine
hdhere Genexpression stimuliert wird, um die Trachtigkeit erfolgreich zu vermitteln.
Jedoch wird der Umstand vernachléssigt, dass bei einer Borna Virus Infektion eine
Typ-1 Interferon-Antwort bestechend aus IFN o und IFN B induziert wird
(STAEHELI et al., 2001). Diese Typ-1 Interferone konnen ebenfalls lokal oder
systemisch die Genexpression klassischer ISGs, wie z.B. ISG15 und MX2,
stimulieren. Die Abgrenzung einer tatsdchlich von IFN 1-gesteuerten
ISG-Expression von der einer induzierten Expression anderer Typ-1 Interferone ist
kaum mdglich. Die Expression von ISGs in PBMCs wirft die generelle Frage auf,
ob das embryonale IFN t-Signal endokrine oder systemische Wirksamkeit besitzt.
GIFFORD et al. (2007) untersuchten die Genexpression von ISG15, MX1 und MX2
in PBMCs gewonnen aus dem Blut der Vena caudalis mediana von Rindern an Tag
0, 16, 18 und 20 p.c. Sie stellten eine Erhohung der Genexpression von ISG15 und
MX1 an Tag 16 und 18 und eine vermehrte Expression von MX2 an Tag 16, 18 und
20 p.c. bei tragenden gegeniiber besamten jedoch nicht tragenden Rindern fest. Es
wurde ebenfalls die Genexpression der Interferon-regulatorischen Faktoren-1 und -2
(IRF-1/-2) bestimmt, die allerdings keine Unterschiede zwischen tragenden und

nicht tragenden Rindern aufwies. IRF-1 und IRF-2 sind bedeutende Faktoren
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innerhalb der IFN t-Signaltransduktion und regulieren die Expression von ISGs
(STARK et al., 1998). GIFFORD et al. (2007) folgerten aus ihren Ergebnissen, dass
ein anderes Signal als IFN t die systemische ISG-Expression induzieren konnte. Im
Gegensatz dazu werden in anderen Studien Hinweise auf einen mdglichen Transfer
des embryonalen Signals IFN t iiber die Gebarmuttervene und die Induktion einer
ISG-Expression innerhalb des Gelbkorpers, der Leber oder wie den bereits
genannten PBMCs diskutiert (OLIVEIRA et al., 2008; MEYERHOLZ et al., 2016;
RUHMANN et al., 2017). Wie HANSEN et al. (2017) zusammengefasst haben,
konnte der direkte Nachweis von IFN t auf systemischer Ebene einen zentralen
Bestandteil der frithen Trachtigkeitsdiagnostik darstellen, jedoch muss dieser durch

weitere Forschungsarbeit noch eindeutig erbracht werden.

Dariiber hinaus sollte beriicksichtigt werden, dass sich Milchkiihe wéhrend der
Etablierung der Trachtigkeit im Regelfall in der Phase der Hochlaktation befinden.
Zusitzlich zu den immun-endokrinen Verdnderungen des Organismus, wirken sich
hohe Stoffwechselanforderungen indirekt auf die intrauterine Anpassungsfahigkeit
aus, wie von ESPOSITO et al. (2014) zusammenfassend dargestellt wurde. Dadurch
kann ebenfalls die Expression der Rezeptoruntereinheiten und die komplexe
intrazelluldre Signaliibertragung von IFN t im Endometrium gestort und damit die
embryo-maternale Kommunikation negativ beeintrdchtigt werden. Innerhalb der
vorliegenden Arbeit konnten allerdings keinerlei Informationen zum aktuellen
Laktationsstand oder der Stoffwechselanforderung gesammelt werden, da die
Probengewinnung am Schlachthof ohne Kontakt zum Patientenbesitzer oder

lebenden Tier stattfand.
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3. Typ-1 Interferon induzierte konzentrationsabhiingige

Regulation von MX1 und FABP3

Innerhalb der Gruppe von Inkubationsansitzen mit drei verschiedenen
Kombinationen von IFNt+a wiesen die Zielgene der nicht-klassischen
Signaltransduktion (FABP3 und PI3K) Parallelen in ihrer Genexpression auf,
dhnlich wie die klassischen Kandidaten (MX1 und STAT1). Trotz weniger stark
ausgepragter Unterschiede in der Genexpression von FABP3 und PI3K nach
Stimulation mit verschiedenen Kombinationen von IFN tund IFN o, konnte gezeigt
werden, dass die Inkubationsansétze mit den hochsten
Typ-1 Interferon-Konzentrationen die niedrigsten Expressionen dieser Zielgene
aufwiesen. Sowohl auf klassischer, als auch auf nicht-klassischer Seite des
Signalweges sind die Unterschiede auf Ebene der ISGs stirker ausgeprégt, als auf
Ebene der Regulationsfaktoren. Eine Erkldrung fiir die reduzierte Genexpression
von MX1, STAT1 und FABP3 nach Stimulation mit hohen IFN a-Konzentrationen,
kdnnte auf einer negativen Riickkopplung innerhalb der Signaltransduktionskaskade
als Folge einer starken Typ-1 Interferon-Stimulation beruhen. Wie in mehreren
Ubersichtsartikeln bereits zusammengefasst wurde, fiihrt dieser Riickkopplungs-
Mechanismus zu einer Feinabstimmung des Typ-1 Interferon-Signalweges und stellt
einen natiirlichen Schutzmechanismus vor einer {iberschieBenden Gewebereaktion
dar (IVASHKIV und DONLIN, 2014; SCHREIBER und PIEHLER, 2015;
ARIMOTO et al., 2018). Ein Artefakt, hervorgerufen durch eine unphysiologisch
absolut zu hohe IFN a-Konzentration innerhalb des Versuchsaufbau ist als
Erklarung ebenfalls denkbar. Bezieht man die Rezeptorebene in diese Beobachtung
ein, fallt eine hohere Genexpression von IFNAR1 und IFNAR2 nach Stimulation
mit IFN a auf, im Vergleich zur Kontrolle Uterusmedium + P4. Auf Rezeptorebene

wurde die hochste Expression von IFNAR2 nach Exposition mit der geringsten
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Menge IFN a (10 ng/ml) beobachtet. Es ist denkbar, dass die Induktion von IFNAR1
und IFNAR?2 durch andere Konzentrationen an IFN a als IFN t angeregt wird. Auch
ein regulatorisches negatives Feedback oder ein Séttigungsmechanismus, der die
Reaktion auf Typ-1 Interferon-Signale auf Rezeptorebene optimiert, sind denkbar.
Allerdings ist die Aussagekraft der vorliegenden Daten in Bezug auf regulatorische
Mechanismen begrenzt, da lediglich eine Auswahl von Zielgenen betrachtet wurde.
Da in der vorliegenden Studie, die stirksten Unterschiede auf Ebene der ISGs zu
finden waren, soll im Folgenden der Fokus auf die Interpretation dieser Ergebnisse

gelegt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine konzentrationsabhéngige Steigerung der
Genexpression des klassischen ISGs MX1 nach Stimulation mit IFN t nachgewiesen
werden. Die damit abgebildete Induktion des Zielgens MX1 durch IFN t entspricht
den Ergebnissen anderer Studien (FORDE et al., 2011; BAUERSACHS et al., 2012;
FORDE et al., 2012; KIM et al., 2013). Allerdings konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass die MX1 Genexpression durch Stimulation mit IFN a konzentrationsabhéngig
reduziert wurde. In einer von KIM et al. (2013) publizierten Studie konnte nach
Stimulation fiir 24 Stunden mit IFN a keine konzentrationsabhéngige Reduktion der
Genexpression von MX1 in endometrialen Zellen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse stehen somit im Kontrast zu den in der vorliegenden Arbeit erhobenen
Daten. Es bestehen jedoch Unterschiede im Rahmen des Modells, da in der zitierten
Studie ein bovines endometriales Zellkulturmodell statt eines Explantmodells
verwendet  wurde.  Auflerdem  wurden die  IFN a-Konzentrationen
(1.000/5.000/10.000 ng/ml) um ein Vielfaches hoher gewahlt, als in der
vorliegenden  Arbeit (10/100/300 ng/ml). Die beobachtete verminderte
Genexpression des klassischen ISGs MXI1 nach Stimulation mit steigenden

IFN o-Konzentrationen wurde jedoch auch in anderen Studien bisher nicht
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beschrieben.

Dagegen wurde FABP3 nach Stimulation mit beiden Typ-1 Interferonen entlang
steigender Konzentrationen weniger exprimiert. Fiir die vorliegende Studie wurde
FABP3 als vielversprechender Vertreter der nicht-klassischen ISGs ausgewihlt. In
der Literatur wird FABP3 als P4-abhingig beschrieben (FORDE et al., 2009).
AuBlerdem ist FABP3 funktionell an der Modulation von Zellwachstum
und -proliferation beteiligt (MANSOURI-ATTIA et al., 2009; SPENCER et al.,,
2016). Des Weiteren konnten BAUERSACHS et al. (2012) zeigen, dass FABP3 in
endometrialem Gewebe von trachtigen Rindern an Tag 15 und 18 p.c. signifikant
hochreguliert wurde, jedoch nicht nach intrauteriner IFN a-Exposition nicht
tragender Rinder an Tag 15 und 18 p.c. Es konnte ebenfalls eine signifikante
Abnahme der Genexpression von FABP3 zwischen Zyklustag 13 und 19 gezeigt
werden. Entsprechend wire zu erwarten gewesen, dass die Genexpression von
FABP3 auch im endometrialen Explantmodell nach Stimulation mit IFN 1
hochreguliert und nach Stimulation mit IFN a herabreguliert wird. Anders als
erwartet wurde die Genexpression von FABP3 innerhalb des hier prisentierten
Versuchs nach Stimulation mit allen verwendeten Konzentrationen von IFN t und
IFN o herabreguliert. Eine Erklarung fiir diese gegensatzlichen Ergebnisse konnte
in den Unterschieden der verwendeten Modelle zu finden sein. Wéahrend
BAUERSACHS et al. (2012) triachtige Farsen und Férsen nach zusétzlicher
einmaliger intrauteriner IFN a-Applikation in vivo beprobt haben, wurde in der
vorliegenden Studie endometriales Gewebe in vitro mit verschiedenen Zusétzen fiir
24 Stunden stimuliert. Es ist davon auszugehen, dass ein in vitro-Explantmodell
weder die Komplexitidt noch die vollstindige Gewebereaktion eines lebenden,
intakten Organismus abbilden kann. Gleichzeitig bietet das Explantmodell den

Vorteil, einzelne Fragestellungen durch gezielte Simulation expliziter beantworten
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zu konnen. Die beobachteten Unterschiede zwischen den beiden Modellen kénnen
somit funktionell oder technisch bedingt sein. Des Weiteren miissen die
verwendeten Konzentrationen der Zusitze IFN t, IFN o und P4 beriicksichtigt
werden. Wie von HANSEN et al. (2017) in einem Ubersichtsartikel anschaulich
dargelegt wurde, sind die physiologischen Konzentrationen von IFN t durch die
erschwerte Messbarkeit in vivo bisher nicht bekannt. Orientiert man sich an anderen
in vitro-Studien, variieren die dort angewendeten IFN t-Konzentrationen von
0,025 ng/ml bis 10.000 ng/ml (CHETHAN et al., 2014; HAEGER et al., 2018;
LOCH et al., 2018; TALUKDER et al., 2018). Als Anhaltspunkt fiir die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen 10, 100 und 300 ng/ml
IFN t/IFN a dienten die in vitro-Studien von HAEGER et al. (2018); LOCH et al.
(2018); MATHEW et al. (2019).

Die Ziele der vorliegenden Studie beinhalteten unter anderem die Simulation einer
moglichen Konkurrenzsituation verschiedener Typ-1 Interferone innerhalb des
Endometriums. Da das verwendete Explantmodell durch Vorversuche auf Validitdt
gepriift wurde und die Stimulation des klassischen ISGs MX1 nachvollziehbare
Ergebnisse geliefert hat, werden die erhobenen Daten innerhalb des Modells als
valide betrachtet und spiegeln eine von vielen moglichen Gewebereaktionen wider.
Um herauszuarbeiten, ob die beobachteten Unterschiede technischer Art oder
funktionell bedingt sind, miissten weitere Konzentrationen zwischen 0 und 10 ng/ml
IFN t und/oder IFN a in Folgestudien gepriift werden. Dariiber hinaus sollten
verschiedene P4 Konzentrationen verwendet werden, um herauszuarbeiten, ob die
P4 Konzentration von 20 ng/ml zu hoch gewihlt wurde, um Steigerungen der
Genexpression des P4-sensitiven Zielgens FABP3 aufzudecken zu kdnnen. Des
Weiteren konnte mittels zeitlich begrenzter Stimuli oder mehrfacher Messungen das

Vorliegen von Séttigungsmechanismen untersucht werden.
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Ob FABP3 ein geeigneter Kandidat der nicht-klassischen ISGs ist, muss ebenfalls
in weiteren Untersuchungen iiberpriift werden. In der Literatur sind Definitionen von
nicht-klassischen ISGs und assoziierten Merkmalen vage und variieren zudem
zwischen den Autoren (SPENCER et al., 2008; SPENCER und HANSEN, 2015;
SPENCER et al., 2016). Es wird beschrieben, dass nicht-klassische ISGs durch P4
induziert und durch IFN 1 stimuliert werden sowie biologische Funktionen
aufweisen, die mit der Etablierung der Trichtigkeit verbunden sind (DORNIAK et
al., 2013; BROOKS et al., 2014; HANSEN et al., 2017). Auch werden ISGs als
nicht-klassisch oder neuartig bezeichnet, wenn bisher keine Stimulation durch ein
anderes Typ-1 Interferon beschrieben wurde und ihre Expression nicht {iber den
klassischen JAK-STAT vermittelten Signaltransduktionsweg induziert wird
(FORDE et al., 2015). Wéhrend die klassischen ISGs beim Rind zum Beispiel als
mogliche Trachtigkeitsindikatoren in PBMCs héufig beschrieben worden sind, ist
die biologische Funktionalitidt im Zusammenhang mit der Trichtigkeitsetablierung
weitgehend ungekldrt. AuBerdem ldsst die nachgewiesene Stimulation von
klassischen ISGs lediglich einen Riickschluss auf eine Typ-1 Interferon-Wirkung zu,
die nicht IFN t-spezifisch sein muss. Untersuchungen zu nicht-klassischen ISGs,
deren biologische Funktion hingegen bekannt ist, da sie {iber diese definiert werden,
bieten somit deutlich mehr Informationsgehalt. Eine Vielzahl nicht-klassischer ISGs
wurde bei Schafen bereits nachgewiesen. Zu ihnen zdhlen CST3,
Prostaglandinsynthase-2 ~ (PTGS2) und  verschiedene  Mitglieder  der
Solute Carrier-Transporter (SLC) (SONG et al., 2006; GAO et al., 2009; DORNIAK
et al., 2011). Die beschriebenen Funktionen umfassen die Modulation der uterinen
Rezeptivitit und der Zellproliferation in Zusammenhang mit der
Konzeptus-Elongation. Ob diese oder dhnliche nicht-klassische ISGs auch beim
Rind von Bedeutung sind, ist bisher ungeklart. Da ein direkter Nachweis des

embryonalen Signals IFN t beispielsweise im maternalen Blut nach wie vor nicht
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erbracht wurde, konnte der Nachweis nicht-klassischer ISGs dagegen als indirekter
Trachtigkeitsnachweis hilfreich sein. Auch konnten ausgewéhlte nicht-klassische
ISGs als Indikatoren fiir optimale Bedingungen an der embryo-maternalen

Kontaktzone fungieren.

4. Fazit und Ausblick

Die im vorliegenden Projekt mittels endometrialem Explantmodell zur Simulation
der embryo-maternalen Kontaktzone erhobenen Daten weisen auf eine
Konkurrenzsituation zwischen IFN t und IFN o hin. Trotz sorgféltiger Auswahl der
untersuchten Zielgene ist die Interpretation der erhobenen Daten teilweise
beschrinkt, da eine Analyse ausschlielich auf Genexpressionsebene stattfand. Eine
Erweiterung der zu untersuchenden Zielgene sowie entsprechende
Produktnachweise in Folgestudien wiren vielversprechend. Auf Ebene der
regulatorischen Faktoren wiren STAT2, IRF-9 oder ausgewdhlte Vertreter der
Gruppe der MAPKs oder MTORSs hilfreiche Kandidaten. Auch eine Erweiterung der
klassischen ISGs durch Kandidaten, wie z.B. ISG15, OASI, C-X-C Motif
Chemokine Ligand 10 (CXCL10) oder MX2, konnte ein breiteres Spektrum
abbilden und damit tiefere Einblicke in die Gewebereaktion ermdglichen. Vor allem
auf Seite der nicht-klassischen ISGs wire die Aufnahme weiterer Zielgene
erstrebenswert. So stellen CST6, CSTS und weitere von der Arbeitsgruppe FORDE
et al. (2015) zusammengefasste Gene potentielle Kandidaten der nicht-klassischen
ISGs dar. Ein aussichtsreicher néchster Schritt wire auerdem die Validierung der
erhobenen Daten auf Proteinebene, um zu untersuchen, ob auf die beobachtete
Regulation der Genexpression auch die entsprechende Synthese der Zielproteine
erfolgt und sich somit die biologische Relevanz der beobachteten Ergebnisse

bestétigt.
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Des Weiteren sind Typ-1 Interferon-Signalwege hochkomplex, und es ist davon
auszugehen, dass ein einzelner Signalweg nicht ausreicht, um alle biologischen
Prozesse im Zuge eines Typ-1 Interferon-Signals vollstindig zu erzeugen
(PLATANIAS, 2005). Somit wire es naheliegend, mithilfe weiterfiihrender
holistischer Techniken (Transkriptomik, Proteomik, Metabolomik) zu untersuchen,
aus welchem Grund einzelne Signaliibertragungsmoglichkeiten anderen vorgezogen

werden.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie kann geschlossen werden, dass das
implementierte Modell angewendet werden kann, um die frilhe embryo-maternale
Kommunikation zu simulieren. Dieses Modell kann also alternativ oder ergianzend
zum Einsatz von Tierversuchen verwendet werden, was dem sogenannten
3R-Prinzip (Replacement, Reduction, Refinement) entspricht (RUSSELL und
BURCH, 1959). Zudem stellt die Simulation von (subklinischen) endometrialen
Entzlindungszustinden eine vielversprechende mogliche Anwendung fiir dieses
endometriale Explantmodell dar. Dariiber hinaus sind auch verschiedene
kombinierte Ansitze denkbar. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die
Interpretierbarkeit von in vitro-Modellen immer begrenzt ist, da lediglich eine
Momentaufnahme einer weitaus komplexeren in vivo-Situation widergespiegelt
wird. In zukiinftigen Studien soll dieses Modell angewendet werden, um die
Schnittstelle zwischen frithen embryo-maternalen Signalen und dem rezeptiven oder
nicht-rezeptiven Endometrium zu simulieren. Mittels solcher Untersuchungen
konnten Kandidaten fiir Biomarker identifiziert werden, die auf pathologische
Zustinde hinweisen und die Grundlage fiir weitere diagnostische und therapeutische

Strategien bilden konnten.

Die frithzeitige Identifizierung und Therapie von Kiihen, die an Subfertilitdt leiden,

wiirde dazu beitragen, Beeintrachtigungen des Tierwohls und wirtschaftliche
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Verluste infolge ldngerer Zwischenkalbezeiten, erhohter Behandlungskosten und

des friihzeitigen Ausscheidens betroffener Tiere aus der Herde zu verhindern.
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V. ZUSAMMENFASSUNG
Simone Schabmeyer (2022)

Untersuchungen zur Interferon-Signaltransduktion

im Endometrium des Rindes

Die erfolgreiche embryo-maternale Kommunikation ist fiir Erkennung, Etablierung
und Aufrechterhaltung der Trachtigkeit essentiell. Eine Schliisselfunktion innerhalb
dieses Dialoges nimmt beim Rind das embryonale Interferon t (IFN 1) ein, welches
zu den Typ-1 Interferonen gehort und bisher ausschlieBlich bei Wiederkduern
nachgewiesen wurde. Anders als die tibrigen Typ-1 Interferone wird IFN t nicht bei
viralen  Infektionen  ausgeschiittet, sondern  dient der  maternalen
Trachtigkeitserkennung. IFN t wird von den embryonalen Trophektodermzellen
produziert und in das uterine Lumen freigesetzt, um dem Muttertier die Anwesenheit
des Embryos zu signalisieren und die Luteolyse des Gelbkorpers zu verhindern. Die
Signaltransduktion wird dabei auf klassischen und nicht-klassischen Wegen
vermittelt und resultiert in der Expression von klassischen und nicht-klassischen

Interferon stimulierten Genen (ISGs) im endometrialen Gewebe.

Trotz hoher Fertilisationsraten von ca. 90 % kommt es bei Kiithen vor allem im
praimplantativen Zeitraum hdufig zum Trachtigkeitsverlust. Die Ursachen sind
vielseitig und konnen infektiose und nicht-infektiose Stressoren umfassen. Diese
beeinflussen die embryo-maternale Kommunikation und kénnen sich direkt oder
indirekt negativ auf die IFN t-Signaltransduktion auswirken. Dem vorliegenden
Projekt liegt die Hypothese zugrunde, dass im Zuge viraler und bakterieller
Infektionen der Gebarmutter abgesehen von IFN t weitere Typ-1 Interferone in das

uterine Lumen freigesetzt werden konnen. Durch eine mdgliche kompetitive
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Signalweitergabe am gemeinsamen Typ-1 Interferon Rezeptor konnte die
IFN t-vermittelte Trachtigkeitserkennung gestort werden und zum frithembryonalen

Tréchtigkeitsabbruch fiihren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, mithilfe eines bovinen endometrialen
Explantmodells die kompetitive Signaltransduktion von IFN 1t und Interferon a
(IFN o) anhand der Typ-1 Interferon Rezeptoruntereinheiten 1 und 2 (IFNAR1/2)
und ausgewdhlter klassischer (STATI und MXI1) sowie nicht-klassischer
Komponenten (PI3K und FABP3) der Signalkaskade zu untersuchen. Die
verwendeten Uteri geschlachteter primi- oder pluriparer Kithe (n=26) waren
adspektorisch unauffillig, symmetrisch und wiesen keine Anzeichen von
Kontamination, Verletzungen oder makroskopisch erkennbaren pathologischen
Verdnderungen auf. Die Ovarien verfligten iiber mindestens einen Gelbkorper in
Bliite und zeigten somit den Zyklusstand Didstrus an. Nach Eréffnung des uterinen
Lumens wurde die endometriale Schleimhaut zytologisch und bakteriologisch
beprobt. Die zytologische Auswertung des Anteils polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten (PMN) an 300 kernhaltigen Zellen erfolgte nach
Haema-Schnellfairbung. Mit einem Anteil von <5%PMN und keinerlei
Keimwachstum in der bakteriologischen Untersuchung innerhalb von 48 Stunden
wurde das Endometrium im Falle aller beprobten Organe als gesund eingestuft.
Mittels 5 mm Hautbiopsiestanze, Feinpinzette und Schere wurden pro Spendertier
n =28 endometriale Explants gewonnen. Im Labor wurden die Gewebeproben in
Uterusmedium, bestehend aus Penicillin-Streptomycin zugesetztem Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, mit IFN 1 oder IFN a in verschiedenen Konzentrationen
(10 /100 / 300 ng/ml) oder IFN 1 + a in verschiedenen Kombinationen (10 + 100 /
100 + 10 / 100 + 100 ng/ml) inkubiert. Diesen Ansétzen wurde Progesteron (P4)

(20 ng/ml) beigefiigt, um den Zyklusstand Didstrus zu simulieren. Drei weitere
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Ansitze bestehend aus Uterusmedium, Uterusmedium +P4 (20 ng/ml) und
Uterusmedium + IFN © (100 ng/ml) dienten als Kontrollen. Die Gewebevitalitit
wurde liber die gesamte Kulturdauer mithilfe von Water-Soluble Tetrazolium Salt-8
nachgewiesen. Die Inkubation der Explants erfolgte bei 37°C, 5,5 % O»- und 5 %
CO,-Konzentration iiber einen Zeitraum von 24 Stunden. Nach RNA-Extraktion
wurde die Genexpression von IFNAR1, IFNAR2, STATI, PI3K, MX1 und FABP3
mittels Reverse Transkriptase quantitative real-time PCR (RT-qPCR) ermittelt.
Durch zuvor etablierte Standardkurven konnte die Genexpression der Zielgene

absolut quantifiziert werden.

Die Auswertung der Genexpressionsdaten belegt die Induzierbarkeit von IFNAR1
und IFNAR2 im Endometrium. Die prominenteste Genexpressionsédnderung von
IFNAR?2 konnte nach Stimulation mit 10 ng/ml IFN a im Vergleich zur Kontrolle
Uterusmedium + P4 (p = 0,001) beobachtet werden. Auf Ebene der regulatorischen
Faktoren STAT1 und PI3K konnten nur Tendenzen und vereinzelt signifikante
Unterschiede in der Genexpression festgestellt werden. Deutlichere Unterschiede
konnten dagegen auf Ebene der ISGs beobachtet werden. Das klassische ISG MX1
zeigte eine signifikant hdhere Genexpression nach Stimulation mit 300 ng/ml
verglichen mit 10 ng/ml IFN 1t (p <0,0001). Im Gegensatz dazu konnte mit
steigender IFN a-Konzentration eine niedrigere MX1-Genexpression festgestellt
werden. Die Auswertung des nicht-klassischen Kandidaten FABP3 zeigte eine
signifikant reduzierte Genexpression nach Stimulation mit 300 ng/ml verglichen mit
10 ng/ml sowohl bei IFNt (p <0,001) als auch bei IFNa (p<0,001). Die
Genexpressions-Analyse von Explants, die mit einer Kombination aus IFN 1+ a
stimuliert wurden, wies auf eine kompetitive Konkurrenzsituation zwischen diesen
Typ-1 Interferonen hin. Vor allem die MX1-Expression war nach Stimulation mit

100 ng/ml IFN t+ 10 ng/ml IFN o verglichen mit 10 ng/ml IFN 1+ 100 ng/ml
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IFN a signifikant hoher (p <0,0001).

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass mithilfe des verwendeten
hoch definierten endometrialen Explantmodells die klassische sowie
nicht-klassische Signaltransduktion via den Typ-1 Interferon
Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 exemplarisch simuliert werden kann.
Die Ergebnisse der Genexpressions-Analyse deuten darauf hin, dass eine
Konkurrenzsituation zwischen IFN 1 und IFN a mdglich ist. Eine Beeintrachtigung
der friihen Trachtigkeit beim Rind durch die Stdrung des IFN t-Signaltransduktion

bei infektionsassoziierten Erkrankungen der Gebarmutter ist somit denkbar.

Durch Erweiterung des Zielgen-Spektrums und prézise Anpassung des Modells
kann das verwendete Explantmodell auch in zukiinftigen Studien zur Simulierung
von anderen spezifischen Situationen und Mechanismen an der embryo-maternalen

Kontaktzone verwendet werden.
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VI. SUMMARY

Simone Schabmeyer (2022)

Studies on the interferon signal transduction

in the bovine endometrium

A successful embryo-maternal crosstalk is essential for the recognition,
establishment and maintenance of pregnancy in bovine species. One key player in
this dialog is the embryonic signal interferon Tt (IFN 1) which belongs to the
type-1 interferons and is exclusively expressed by ruminants. Unlike other
type-1 interferons, it is not induced by viral infections but mediates the maternal
recognition of pregnancy. This interferon is produced by the trophectoderm and
released into the uterine lumen to signal the embryonic presence to the maternal
organism on day 16/17 post conception (p.c.) and to prevent the luteolysis of the
corpus luteum. Further signaling is transduced by classical or non-classical pathways
and results in the expression of classical and non-classical interferon stimulated

genes (ISGs), which form a specific tissue response.

While fertilization rates with up to 90 % remain high, pregnancy loss in cows is
especially recorded during the pre-implantation period. The causes are multifactorial
and can have infectious or non-infectious origins. These stressors can affect the
embryo-maternal crosstalk by negatively influencing the IFN 1 signal transduction.
It is hypothesized, that due to viral and bacterial infections of the uterus,
type-1 interferons other than IFN t might be released in the uterine lumen. Hence, a
competitive situation at the type-1 interferon receptor might disturb the IFN 1 signal

transduction and could lead to early pregnancy loss.

Therefore, the aim of the present study was to analyze the possible competitive
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signal transduction between IFN 1 and interferon a (IFN a) (exemplarily for other
type-1 interferons) with a highly defined bovine endometrial explant model. The
type-1 interferon receptor subunit 1 and 2 (IFNAR1/2), selected factors of the
classical (STAT1) and non-classical (PI3K) pathway as well as a classical (MX1)
and a non-classical (FABP3) ISG candidate were chosen to simulate the complex

cascade of interferon signaling in the endometrial tissue.

At the local abattoir, collected uteri of primi- or pluriparous cows (n = 26) were
intact, symmetrical and showed no signs of contamination, trauma or macroscopic
detectable pathological changes. Only donor cows in diestrus, indicated by ovaries
with at least one mature corpus luteum, were enrolled in the study. After opening the
uterine lumen, the endometrial surface was cytobrushed and swabbed for further
cytological and bacteriological examination. Cytological smears were stained with
diff-quick staining solution and the proportion of polymorphonuclear cells (PMN)
in 300 nucleated cells was evaluated. With a PMN proportion of <5 % and no
bacterial growth after 48 hours of incubation, the endometrial tissue of all donor

cows enrolled in this study was classified as cytological and bacteriological healthy.

Per animal n = 28 endometrial explants were collected with a 5 mm biopsy punch,
precision forceps and scissors. After further preparation in the laboratory, the
endometrial explants were incubated with uterus medium (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium containing penicillin-streptomycin) and admixtures containing
either IFN t or IFN a in different concentrations (10 / 100 /300 ng/ml) or IFN t + o
in different combinations (10 + 100 / 100+ 10 / 100 + 100 ng/ml). Progesterone
(P4) (20 ng/ml) was added to each treatment group. Three additional approaches
consisting of uterus medium, uterus medium+ P4 (20 ng/ml) or uterus
medium + IFN t (100 ng/ml) served as controls. Tissue viability was determined

over the entire incubation time using Water-Soluble Tetrazolium Salt-8. Incubation
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was set at 37°C, 5.5 % O, and 5 % CO; over a 24 hour time period. After RNA
extraction, reverse transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR) was
executed to determine gene expression of IFNARI1, IFNAR2, STATI1, PI3K, MX1
and FABP3. For absolute quantification of target gene expression, standard curve

method with previously established cDNA subclones was used.

Gene expression analysis confirmed the inducibility of IFNAR1 and IFNAR2 with
the strongest upregulation of IFNAR2 after stimulation with 10 ng/ml IFN a
compared to the control uterus medium + P4 (p=0.001). STAT1 and PI3K as
representatives of the regulatory factor level showed only tendencies in the gene
expression analysis. Differences in gene expression were more distinct on the ISG
level. The classical ISG MX1 showed significant higher gene expression after
stimulation with 300 ng/ml compared to 10 ng/ml IFN t (p <0.0001). In contrast,
MX1 gene expression was significantly downregulated along rising IFN a
concentrations. Gene expression analysis of the non-classical candidate FABP3
revealed significant downregulation after stimulation with 300 ng/ml compared to
10 ng/ml with both IFN 1 (p <0.001) and IFN a (p <0.001). Evaluation of gene
expression after incubation with the different combinations of IFN t + a indicated a
competitive situation between these two type-1 interferons. Especially MX1 gene
expression was significantly upregulated after stimulation with 100 ng/ml IFN t +

10 ng/ml IFN a compared to 10 ng/ml IFN t + 100 ng/ml IFN a (p < 0.0001).

Using this highly defined endometrial explant model, exemplary simulation of
classical and non-classical signal transduction via the type-1 interferon receptor
subunits IFNAR1 and IFNAR2 was shown within this project. Gene expression
analysis indicated a competitive situation between IFN t and IFN a. In conclusion,
malfunctioning of IFN 1 signaling due to infection-associated changes of the

endometrium is imaginable and could negatively impact early pregnancy.
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In the future, this endometrial explant model can be applied to simulate the
embryo-maternal contact zone in more detail by expanding the target gene spectrum

and refining the model to be suitable for other scientific approaches.
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