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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Fetus-Mutter-Interaktion bestehend aus der mutterlichen Dezidua und einem hoch-
invasiven Trophoblasten reguliert auf kritische Art und Weise die Funktion der Plazenta, das
Wachstum und die Entwicklung des Embryos.

Die hochinvasive Natur des extravillésen Trophoblasten unterliegt physiologischerweise
zahlreichen zeitlichen und raumlichen Kontrollmechanismen um eine adaquate Versorgung
fr den Embryo zu schaffen und um die Gesundheit der Mutter nicht zu gefdhrden.
Bemerkenswerterweise teilen die Zellen des extravillésen Trophoblast (EVT) mehrere
Besonderheiten mit denen eines bdsartigen Tumors, die nicht nur hochinvasiv sind, sondern
auch vom Wirt immunotoleriert werden und in dessen GefaBe disseminieren. Diese invasiven
Prozesse sind essentiell fir eine normal verlaufende Schwangerschaft und ihre Dysregulation
fuhrt zu einigen der héaufigsten Schwangerschaftspathologien wie intrauterine
Wachstumsrestriktion und Praeklampsie. Ungehindertes Wachstum und bdsartige
Transformation der Trophoblastzellen sind allerdings seltene Ereignisse. Die erstaunliche
Prazision bei der Ausdehnung der Invasion des Trophoblasten stellt ein duBerst interessantes
Forschungsmodell der kontrollierten Invasion dar.

Die Mikroumgebung, die durch die verschiedenen Komponenten der Dezidua-Trophoblast-
Interaktion geschaffen wird, spielt in diesem Prozess eine sehr wichtige Rolle.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Bedingungen, unter welchen die
Trophoblastzellen ihre invasiven Fahigkeiten verdndern. Des Weiteren wird untersucht,
welche Rolle die Dezidualisierung der endometrialen Stromazellen (ESZ) fir diesen Prozess
spielt und, ob die Wachtumsfaktoren Heparin binding epidermal growth factor (HB-EGF),
Epidermal growth factor (EGF), Hepatozyt-Wachstumsfaktor (Hepatocyte growth factor,
HGF), die Cytokine Leukemia inhibitory factor (LIF) und Interleukin-1p (IL-1B) und die
Steroidhormone Ostrogen und Progesteron die Invasivitat beeinflussen.

Zur Bearbeitung der genannten Fragestellungen wird ein Kokulturmodell verwendet.
Multizellulare Trophoblastspharoide werden hierbei mit dezidualisierten und nicht
dezidualisierten Stromazellen konfrontiert. Der Einfluss der genannten Wachstumsfaktoren,
Cytokine und ovarieller Steroidhormone wird durch Anreicherung der Kultur-Medien mit
diesen Faktoren in diesem Modell untersucht.

Wesentliche theoretische Grundlagen, die zum Verstédndnis der durchgefihrten Experimente
von Bedeutung sind, werden in den Kapiteln der Einleitung zusammengefaBt.
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2 Einleitung

2.1 Das menschliche Endometrium

Der menschliche Uterus ist das weibliche Geschlechtsorgan, in welchem sich eine
Schwangerschaft entwickelt. Er besteht aus einer Muskelschicht, die sich anatomisch in die
folgenden drei Bestandteile gliedern lasst: Corpus uteri, den eigentlichen Uteruskérper mit
seiner die Adnexabgénge Uberragenden Kuppel, auch Fundus uteri genannt, Isthmus uteri,
wegen der Enge auch als Zwischenstliick des Uterus bezeichnet und Cervix uteri, den
Gebéarmutterhals (Leidenberger 1998).

Histologisch ist der Uterus aus mehreren Schichten aufgebaut, die sich von auBen nach innen
folgendermaBen aufbauen: Serosa, Myometrium, Endometrium (Pfleiderer und Kaufmann
2008) (Abb. 1).

Das Endometrium setzt sich aus einer basalen (Stratum basale) und einer oberflachlichen
Schicht (Stratum functionale) zusammen, die wiederum in eine lumennahe ,Zona spongiosa“
und in eine lumenferne ,Zona compacta“ unterteilt wird. Das Stratum functionale wird
wahrend der Menstruation weitgehend abgebaut und abgestoBen (Pfleiderer und Kaufmann
2008).

Die wichtigsten zellularen Bestandteile des Endometriums sind Epithelzellen, Stromazellen,
Zellen des Immunsystems und blutgefaBbildende Zellen (Dockery und Burke 2008;
Leidenberger 1998).

Fundus uteri

Corpus uteri )}\f ‘ Myometrium
\ 1A »  Endometrium

&0
Abb. 1: Schematische Darstellung des menschlichen Uterus

Modifiziert nach www.dkimages.com

Die Epithelzellen werden weiterhin in Luminal- und Drusenephitel unterteilt, wobei die
Luminalzellen ein Kontinuum mit den Epithelzellen der Drisen darstellen. Das luminale
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Epithel des Endometriums ist die erste mutterliche Kontakt-Oberflache, auf die die
Blastozyste wahrend der Implantation trifft (Dockery und Burke 2008).

Das endometriale Stroma besteht ebenfalls aus einer heterogenen Zellpopulation. Den
wichtigsten Zelltyp stellen die stromalen Fibroblasten dar, die regionale und zyklusabhangige
Unterschiede zeigen. Das Endometrium enthélt des Weiteren ein breites Spektrum an
immunkompetenten Zellen. Dies beinhaltet T-Lymphozyten, Makrophagen und uterine
natlrliche Killerzellen (uNK, Uterine natural killer cells). Die Leukozytenmenge von ca. 7% der
Stromazellen in der proliferativen Phase steigt bis zu 30% an in der friihen Schwangerschaft
mit Variationen bei Frauen mit unerklarbarer Infertilitit. Das Endometrium ist des Weiteren
reich an zahlreichen BlutgefédBen. Die Zellen des Endothels und der Muskelschicht dieser
GefaBe sind ein wichtiger Bestandteil des endometrialen hormonabhangigen Gewebes
(Dockery und Burke 2008).

Die verschiedenen Komponenten des Endometriums (Epithel, Stroma, BlutgefaBzellen, Zellen
des Immunsystems) interagieren miteinander durch komplexe parakrine Mechanismen und
beeinflussen einander in ihrer koordinierten Entwicklung und Differenzierung innerhalb des
Zyklus und in der Schwangerschaft (Leidenberger 1998).

2.2 Der Menstruationszyklus

Das Endometrium ist ein hoch dynamisches Gewebe, das bestimmte zyklisch-
morphologische Veradnderungen wahrend jedes Menstruationszyklus erfahrt. Unter dem
Einfluss einer wechselhaften hormonellen Umgebung kommt es zu Zellproliferation,
Zelldifferenzierung, Apoptose sowie Anderungen in der extrazellularen Matrix und des
Leukozytenverkehrs (Salamonsen 2008).

Zwischen den verschiedenen Spezies sind diese zyklischen Veranderungen beim Menschen
extrem, indem das ganze Stratum functionale wahrend der Menstruation abgestoBen wird.
Die anschlieBende Geweberegeneration erfolgt vom Stratum basale ab (Leidenberger 1998).
Die Funktion des Stratum functionale dagegen ist es die Blastozyste wéahrend der
Implantation aufzunehmen und gleichzeitig stellt es die mutterliche Komponente der Plazenta
dar (Leidenberger 1998).

Ziel der endometrialen Antwort auf die zyklische Steroidhormon-Variation ist es spezielle
Voraussetzungen des uterinen Milieus zu schaffen, die die Implantation ermdéglichen oder
verhindern (Dockery und Burke 2008).

Bei Menschen ist der Menstruationszyklus in drei Phasen aufgeteilt: Menstruation,
Proliferative (Follikular-) Phase und Sekretorische (Luteal-) Phase (Salamonsen 2008) (Abb.
2).

Der standardisierte Zyklus dauert 28 Tage. Tag 1 ist als erster Blutungstag (Beginn der
Menstruation) festgelegt und die Ovulation erfolgt nach Anstieg des luteinisierenden Hormons
(LH) ca. am Tag 14. Schwankungen der Zykluslange zwischen 26 und 32 Tage sind jedoch
nicht ungewdhnlich (Salamonsen 2008).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Menstruationszyklus

Parallel ablaufende Ereignisse in Eierstdcken und Endometrium wéahrend eines
normalen Menstruationszyklus. A) Zyklische Veréanderungen der Steroidhormone
Ostrogen und Progesteron. B) Eierstockzyklus mit Follikelproliferation, Eisprung
und Gelbkdrperbildung. C) Endometrialer Zyklus mit Menstruationsphase,
proliferativer Phase und sekretorischer Phase.

Modifiziert nach Salamonsen 2008.

2.21 Proliferative Phase des Menstruations-Zyklus

Die proliferative Phase (Tag 5-14) wird charakterisiert durch die postmenstruale Re-
epithelisierung und das Wachstum der Stroma- und Driisenelemente. Als Folge nimmt das
Endometrium in der ersten Zyklushélfte sichtbar an Dicke zu und erreicht eine H6he von 3-4
mm am Tag 14 (Ovulation). Das ovariale vom Follikel gebildete Ostrogen (17-p Ostradiol) ist
das dominante Hormon in diesem Teil des Zyklus und ist wiederum abhangig vom in der
Adenohypophyse gebildeten FSH (Follikelstimulierendes Hormon). Ostrogen induziert in
dieser Phase die Ausbildung von Progesteronrezeptoren als Voraussetzung der folgenden
Progesteronwirkung. In der Histologie findet man in der friihen Proliferationsphase (Tag 4-7)
ein Oberflachenepithel charakterisiert durch die Anwesenheit von geraden, kurzen und engen
Drisenschlauchen. Im Querschnitt zeigt sich ein proliferierendes glanduléres Epithel, ein
kompaktes Stroma und einige stromale Mitosen. In der mittleren Proliferationsphase findet
man eine Oberflache mit Sdulenepithel, die Drisenschlauche beginnen sich zu schlangeln
und erscheinen deshalb im Querschnitt etwas oval oder angeschnitten. Das Driisenepithel

proliferiert und das Stroma erscheint etwas 6dematds. Die Stromazellen zeigen wenig
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Zytoplasma und zahlreiche Mitosen. Zwischen Tag 11 und 14 in der spaten
Proliferationsphase findet man schnell wachsende Driisen, die sich typischerweise als
korkenzieherartig gewunden darstellen. Es kommt zur akzelerierten Proliferation der
elongierten glandularen Epithelzellen, das Stroma ist weniger 6dematds als in der mittleren
proliferativen Phase, aktives Wachstum findet statt (Leidenberger 1998; Salamonsen 2008).

2.2.2  Sekretorische Phase des Menstruations-Zyklus

Die sekretorische Phase des Menstruations-Zyklus beginnt nach der Ovulation, mit der
Herausbildung des Corpus luteum. In dieser Phase (Tag 14-28) wird die Entwicklung des
Endometriums durch Progesteron, das vom Corpus luteum gebildet wird, beeinflusst und
weniger durch Ostrogen. Progesteron blockiert die epitheliale und stromale Proliferation des
Endometriums und verursacht jene morphologischen Veranderungen, die man unter dem
Begriff sekretorische Umwandlung zusammenfasst. Unter dem Einfluss von Progesteron
entwickeln sich die charakteristischen Spiralarterien. Die sekretorische Phase ist in ihrer
Frihphase gekennzeichnet durch Akkumulation von Glykogen in den glandularen Ephithelien,
durch Bildung histologisch nachweisbarer Vakuolen und durch eine Erweiterung und starkere
Windung der Drisenschlduche. In der spateren sekretorischen Phase nimmt die Zahl der
Vakuolen ab, sie werden kleiner, und die in der Frihphase der Corpus-luteum-Funktion in der
Mitte der Zellen befindlichen Kerne liegen wieder basal. In den Driisenschlduchen kann man
Sekret nachweisen und es fehlen Mitosefiguren (Dockery und Burke 2008; Leidenberger
1998).

2.2.21 Stroma Differenzierung: Dezidualisierung

Nach der Ovulation, wahrend der Sekretorischen Phase des Menstruations-Zyklus,
differenziert sich ein groBer Teil der Endometriumzellen morphologisch und funktional um
adaquate Umgebungsbedingungen fiir die Implantation des Embryos zu schaffen. Dieser
Prozess ist direkt bzw. indirekt durch Progesteron gesteuert. Das eindrucksvolle Ereignis ist
jedoch die tiefgreifende Transformation der endometrialen Stromafibroblasten zu
sekretorischen, epitheloid-ahnlichen Deziduazellen (Gellersen et al. 2007b).

Der Dezidualisierungsprozess setzt beim Menschen jeden Monat in der mittleren
sekretorischen Phase ein, unabh&ngig von der Anwesenheit einer Blastozyste. Er umfasst
zun&chst das gefaBumgebende Stroma und breitet sich spater Gber das gesamte subluminale
Endometrium aus, um im Fall einer Schwangerschaft die Dezidua zu bilden. Morphologisch
nehmen die elongierten, fibroblastartigen Zellen eine vergréBerte und abgerundete Form ein.
Dezidualisierung findet bei allen Spezies statt, bei denen im Rahmen der Implantation das
luminale Epithel von der Blastozyste durchdrungen wird (Gellersen et al. 2007b; Gellersen
und Brosens 2008).
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Biochemisch ist die Differenzierung gekennzeichnet durch das Auftreten deziduaspezifischer
Sekretprodukte. Hierzu zahlen das IGFBP-1 (insulin like growth factor binding protein 1), das
Prolaktin, Komponenten der extrazellularen Matrix wie Laminin und Fibronektin und der
Proteaseinhibitor PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1)  (Gellersen et al. 1994;
Leidenberger 1998).

Im Rahmen der Dezidualisierung entwickeln die ESZ spezielle Zellfunktionen wie Kontrolle
der Trophoblastinvasion, erhéhte Toleranz gegenlber oxidativem Stress und Schutz der
Plazenta gegenlber der mutterlichen Immunantwort. Wahrend der Schwangerschaft wird der
Dezidua auBerdem eine wichtige Rolle in der Erndhrung des Embryos und der Regulation von
Immunfunktionen zugeschrieben (Gellersen et al. 2007b; Kliman 2000).

Deziduazellen sind des Weiteren auBerordentlich gut gegeniber freien Sauerstoffradikalen
adaptiert um einen mdglichen Zelltod zu verhindern. Das zeigt ihre Relevanz in der
Aufrechterhaltung der Homdostase wahrend der Schwangerschaft (Burton et al. 1999). Der
Dezidualisierungsprozess spielt eine wichtige Rolle in der Wahrung der Immuntoleranz
gegenlber der fetoplacentalen Einheit. Gleichzeitig schiitzt dieser Mutter und Fetus vor
Pathogenen. Zum Beispiel Dezidua wie auch Synzytiotrophoblast exprimieren das
Tryptophan-katabolisierende-Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) (Kudo et al. 2004a;
Kudo et al. 2004b). Tryptophan ist eine seltene aber essenzielle Aminosaure, die fir die
Zellproliferation benétigt wird. Bei Mausen produziert IDO-Inhibitor 1-methyl-L-Tryptophan
eine extensive Entziindung, massive Komplementablagerung und hadmorrhagische Nekrose in
der feto-mdtterlichen Kontakt-Oberflache. Daher schitzt die IDO-Aktivitdt den Fetus vor der
durch die T-Zellen als Antwort auf die fetalen Alloantigene induzierten Entziindungsreaktion
(Lee et al. 2002).

Die Dezidualisierung der Stromazellen kann auch in vitro wiederholt werden durch die
Behandlung von proliferativen isolierten Zellen mit cAMP-Analogon (Brosens et al. 1999;
Gellersen und Brosens 2003; Salamonsen 2008) (Abb. 3). Das cAMP ist ein
vom Adenosintriphosphat (ATP) abgeleitetes biologisches Molekiil, welches als sekundérer
Botenstoff bei der zelluldren Signaltransduktion dient und insbesondere zur Aktivierung
von Proteinkinasen fihrt.

Obwohl weithin angenommen wird, dass Progesteron den Dezidualisierungsprozess startet,
ist eigentlich die cAMP-Aktivierung das obligatorische Ereignis, mit dem dieser Prozess
beginnt. Der Dezidua-Phanotyp wird jedoch nicht nur durch cAMP-Signale aufrechterhalten,
denn deziduale Markergene von Zellen, die nur durch cAMP in vitro-dezidualisiert wurden
nehmen nach 6-8 Kulturtagen deutlich ab. Zellkulturen mit Progestin verbessern merklich die
cAMP Antwort und ermdglichen die Expression des Deziduaph&notyp in der Langzeit-Kultur
(Gellersen und Brosens 2003).
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Mittlere Sekretorische Phase Schwangerschaft
//f'f 8-Br-cAMP 8-Br-cAMP
- it \ .
_ ,,«’_/ f#?f uk__j Dezidualisierte ESZ der
/J»’- e Plazenta
Stroma Fibroblast Dezidualisiarte ESZ

Abb. 3: Dezidualisierung der ESZ

Isolierte Stroma-Fibroblasten kénnen in-vitro dezidualisiert werden durch Inkubation mit 8-Br-cAMP fir 4-6
Tage. Der Prozess kann an den morphologischen Veranderungen der ESZ erkannt werden.

Modifiziert nach Salamonsen 2008.

2222 Epithel Differenzierung und Implantationsfenster

Waéhrend des gréBten Teils des Zyklus ist das menschliche Endometrium nicht empfanglich
fir die Implantation des Embryos. Nur wahrend einer kurzen Zeitspanne né&mlich in der
mittleren sekretorischen Phase (postovulatorische Tage 6-10) befindet sich das Endometrium
in der empfangsbereiten Phase. Dieser Zeitraum wird auch als ,Implantationsfenster”
bezeichnet (Kimber 2008; Lessey und Glasser 2008).

Molekulare und genetische Evidenz deuten an, dass lokal produzierte Signalmolekiile, wie
Cytokine und Wachstumsfaktoren, zusammen mit Ovarialhormonen, als autokrine, parakrine
und juxtakrine Faktoren wirken um die uterine Empfanglichkeit zu prazisieren (Wang und Dey
2006).

Die Differenzierung des Endometriumepithels, die durch Progesteron bewirkt wird, bedeutet
die ,Eréffnung des Implantationsfenster” (Salamonsen 2008).

Der Implantationsprozess besteht aus drei Etappen: Apposition, Anhaftung (Adh&sion) und
Penetration (Wang und Dey 2006).

Waéhrend der Apposition lagert sich der Trophoblast eng an das luminale Epithel an. Es
beginnt die Etappe der Anhaftung, wenn die Verbindung zwischen Trophoblast und dem
luminalen Epithel eng genug wird um ein Ablésen der Blastozyste durch uterin-luminale
Spiilung zu verhindern. Die Penetration beinhaltet die Invasion des Embryos durch das
luminale Epithel in das Stroma um eine vaskuléare Verbindung mit der Mutter aufzubauen. Die
dynamische Expression der Signalmolekile im Verlauf dieser drei Etappen macht es
schwierig zu unterscheiden welcher spezifische Signalweg zur jeder einzelnen Etappe gehért
(Wang und Dey 2006) (Abb. 4).
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Apposition

Wie bereits gesagt, ist das luminale Epithel des Endometriums die erste mutterliche Kontakt-
Oberflache der Blastozyste, die wahrend der Implantation gefunden wird (Dockery und Burke
2008). Die epitheliale Flache ist mit einer schitzenden Glycocalyx ausgelegt. Diese besteht
aus komplexen glycosylierten Molekilen, deren Zusammensetzung wahrend des Zyklus
variiert. Das humane endometriale Mucin MUC-1 ist eine Glykokalyx-Komponente, die die
Zell-Zell-Adhasion hemmt und dessen Expression beim Menschen hormonell und durch die
Anwesenheit der Blastozyste reguliert wird (Meseguer et al. 2001). Progesteron und Ostrogen
induzieren die Hoch-Regulation von MUC-1 im rezeptiven Endometrium. W&hrend der
Apposition bewirkt die Anwesenheit des Embryos die MUC-1-Steigerung in den Epithelzellen
des Endometriums, wobei er jedoch an der Adh&sionsstelle eine parakrine Spaltung der
epithelialen MUC-1 induziert. Dies deutet an, dass MUC-1 als ein endometriales
antiadhasives Molekil wirkt, das wahrend der Anhaftung lokal durch die Blastozyste entfernt
werden muss, um die Adhasion des Embryos an der richtigen Stelle zu ermdglichen
(Meseguer et al. 2001).

Die Ostrogenwirkung I8st auch andere Ereignisse, die die Implantation erméglichen aus. Im
uterinen Epithel stimuliert Ostrogen die Produktion von Wachstumsfaktoren, vor allem der
Epidermal growth factor Familie, wie EGF und HB-EGF und Cytokine wie LIF und IL-1B
(Cross et al. 1994; Lim und Dey 2009; Staun-Ram und Shalev 2005).

Der Signalweg, der bei HB-EGF gestartet wird, ist wahrend der Apposition und der Anhaftung
ausfahrlich untersucht worden, weil HB-EGF ein friiher molekularer Marker von Embryo und
Uterus ist. Im menschlichen Endometrium ist die HB-EGF Expression an der apikalen
Oberflache des luminalen Epithels unmittelbar vor dem Implantationsfenster am hdchsten.
Die HB-EGF Expression wurde sowohl im Zytotrophoblast als auch im Synzytiotrophoblast
nachgewiesen. Dies deutete an, dass HB-EGF mit der Promotion der
Trophoblastentwicklung, -anhaftung und -invasion in Verbindung steht. HB-EGF wurde auch
als ein Mitogen fur Fibroblasten und glatte Muskelzellen identifiziert. HB-EGF wird ebenso wie
andere Wachstumsfaktoren anfangs auf transmembrandse Art exprimiert. Danach kann HB-
EGF enzymatisch verarbeitet werden und das reife HB-EGF wirkt als parakriner Faktor (Lim
und Dey 2009).

HB-EGF verwendet verschiedene Molekiile als Rezeptoren. Die primaren Rezeptoren von
HB-EGF sind die des ErbB-Systems, vor allem ErbB1 und ErbB4. In der menschlichen
Blastozyste ist ErbB1 in der inneren Zellmasse lokalisiert, wéhrend ErbB4 im Trophektoderm
gelegen ist. Diese Beobachtungen deuten an, dass endometriales HB-EGF mit ErbB4 der
Blastozyste interagiert um die Implantation zu vermitteln (Lim und Dey 2009).

HB-EGF scheint auch andere Faktoren zu regulieren, die ebenso eine Rolle in der Regulation

der Implantation spielen. Dies sind unter anderem LIF und ;3 Integrin (Lessey et al. 2002).
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Anhaftung

Signalsysteme der Adhé&sion sind fir die Anhaftungsphase notwendig. Zahlreiche
Glycoproteine und Carbohydratliganden und ihre Rezeptoren befinden sich im luminalen
Epithel und in den Trophoblastzellen wahrend des Zeitraums der Implantation. Bei den
wichtigsten Adh&sionsmolekiilen, die in diesen Prozess eingebunden sind, handelt es sich um
Integrine, Selektine, Galektine, Heparansulfat-Proteoglycane (HSPGs), MUC-1, Cadherin und
den Trophinin-Tastin-Bystin-Komplex (Dey et al. 2004). Integrine und Selektine sind hierbei
aufgrund ihrer Funktionen besonders interessant. Integrine bilden eine Rezeptor-Familie
verschiedener extrazellularer Matrix-Liganden, die die Zell-Zell Adhasion und Signal-
Transduktion modulieren. Jedes Integrin besteht aus zwei Untereinheiten, aund B, wobei
jede op —Kombination eine einzigartige  Bindungsspezifitit und  einzigartige
Signaleigenschaften hat. Im humanen Uterus befindet sich Integrin aovB3 im luminalen Epithel
wahrend der rezeptiven Phase und seine anormale Expression ist mit rezidivierendem
Schwangerschaftverlust verbunden (Wang und Dey 2006). Selektine bilden eine Gruppe von
Zell-Adhésions-Molekilen, die Kohlenhydrate binden. Es ist erwiesen, dass Selektin-
Signalwege wichtig fir die Implantation sind. Beim Menschen werden Selektin-
Oligosacharidliganden im rezeptiven luminalen Epithel exprimiert, wahrend die Oberflache der
Trophoblastzelle mit L-Selectin-Molekillen bedeckt ist. Weitere Hinweise deuten an, dass
dieses Ligand-Rezeptor-Signal wichtig fir die humane Implantation ist (Genbacev et al.
2003).

LIF, ein Mitglied der Interleukin-6-Familie, scheint ebenso eine essentielle Rolle bei der
Implantation zu spielen. In Mausen ist LIF spezifisch am Tag 4 der Schwangerschaft in den
Uterus-Drisen exprimiert, und ebenso anschliessend in den Stromazellen, die die Blastozyste
wahrend der Anhaftung abgrenzen (Stewart et al. 1992).

Dies deutet darauf hin, dass LIF eine duale Rolle spielt, zundchst in der uterinen
Implantationsvorbereitung und darauf folgend in der Anhaftung. Die Expression ist unter
mutterlicher Kontrolle und geht immer der Implantation voraus. Weibliche Mause ohne
funktionales LIF Gen sind fertil, aber ihre Blastozysten scheitern an der Implantation und
entwickeln sich nicht weiter (Stewart et al. 1992). Die molekularen Mechanismen durch
welche LIF an der Implantation mitwirkt sind noch nicht bekannt. Die Uterus LIF-Expression
ist um den Zeitpunkt der Implantation in verschiedenen Spezies einschlieBlich der
menschlichen Spezie hoch (Dey et al. 2004).

Bei der Implantation spielen nicht nur die matterlichen Ereignisse eine wichtige Rolle, sondern
auch sekundére Ereignisse bei denen die Blastozyste essentiell ist. Zum Beispiel wird IL-1
bei Mausen im Trophoblast produziert und der IL-1 Rezeptor wird vom Trophoblast, vom
uterinen Epithel und vom endometrialen Stroma exprimiert (Simon et al. 1994). IL-1
Rezeptorantagonisten (IL-1ra) verhindern die Implantation in M&usen, jedoch hat IL-1ra
keinen Effekt auf die Blastozysteanhaftung in Kultur (Simon et al. 1994). Es ist noch nicht
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geklart, ob IL-1B einen direkten Effekt auf den Uterus hat, nichtsdestotrotz sind autokrine
Effekte moglich. IL-1B wird auch vom menschlichen Trophoblast produziert (Simon et al.

1993). Diese Ereignisse zeigen die bedeutende Rolle, die diese Faktoren in der Implantation
spielen auf.

Penetration

Eines der Hauptereignisse wahrend der Implantation ist die Erhéhung der endometrialen
vaskularen Permeabilitdt am Ort der Anhaftung und Penetration. Dieser Prozess umfasst die
Wirkung von Prostaglandinen (PGs). Cyclooxygenase 1 (COX1) und COX2 vermitteln die
PGs-Synthese und werden durch Ptgs1 und Pigs2 entsprechend kodiert. Die Ptgs2-
Expression findet bei der Maus insbesondere im Uterus statt, Ptgs2 wird im luminalen Ephitel
exprimiert und unterliegt den ESZ am Implantationsort (Lim et al. 1997).

Es wird spekuliert, dass im Uterus und Embryo produziertes HB-EGF zu uteriner Pigs2
Expression fihrt. Ptgs2” weibliche Mause sind infertil und haben eine defekte Ovulation,
Befruchtung (Fertilisation), Implantation und Dezidualisierung (Lim et al. 1997).
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Abb. 4: Implantation

Nach erfolgreicher Anheftung der Blastozyste an das luminale Epithel invadiert der Trophoblast
in das nun als Dezidua bezeichnete Gewebe.

Modifiziert nach www.thaisuperiorart.com/images/implantation

2.2.3 Menstruation

Der entscheidende Ausléser der Menstruation ist der Progesteron- (und Ostradiol-) Abfall als
Folge der zusammenbrechenden Corpus-luteum-Funktion. Die Folgen sind Ischdmie und
Verlust von Gewebsflissigkeit. Die Ischamie geht dem Beginn der Menstruation um ca. 2
Tage voraus. AnschlieBend kommt es zu einer umschriebenen Vasodilatation. Die im Gefolge
dieser GefaBreaktionen auftretenden zelluldaren Prozesse im Endometrium sind Zellschaden

und Zelltod, Verlust interzelluldrer Bricken, Zerstérung der extrazelluldren Matrix, sowie
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verminderte Koagulumbildung und ausgepragte Fibrinolyse (Leidenberger 1998; Pfleiderer
und Kaufmann 2008).

Durch anhaltende (berwiegend lokale Vasokonstriktion ist der wéhrend der 3-4 Tage
andauernden Menstruation nachweisbare Blutverlust auf ca. 60 ml begrenzt. Das
Menstruationsblut ist durch hohe fibrinolytische Aktivitdt gekennzeichnet, dadurch koaguliert
es sichtbar nicht. Der Prozess der Regeneration der Endometriumoberflache ist durch
Ostradiolinduzierte Proliferation und GeféaBneubildung (Angiogenese) gekennzeichnet. Die
endometriale Stabilisierung ist bis zum Zeitpunkt der Ovulation abgeschlossen (Leidenberger
1998; Pfleiderer und Kaufmann 2008).

2.3 Trophoblast-Differenzierung

Die Plazentation beginnt mit der Implantation der Blastozyste in das uterine Epithel und mit
der Differenzierung zwischen embryonalem und extra-embryonalem Gewebe (Chaddha et al.
2004).

Im Verlauf der Nidation kommt es nun zur Ausbildung von verschiedenen
Trophoblastpopulationen. Proliferative  Zytotrophoblast-Stammzellen sind in der
Basalmembran verankert und bilden zwei Chorionzottentypen, Freie Zotte und Haftzotte.
Sowohl aus dem Zytotrophoblast der Freien Zotte (ohne Kontakt zur Dezidua) als auch aus
dem Zytotrophoblast der Haftzotte (in Kontakt mit Dezidua) differenziert sich der
Synzytiotrophoblast  (ST). Jedoch entfernen sich ausgehend von bestimmten
Anhaftungsstellen der Haftzotte Subpopulationen des Zytotrophoblasten von der
Basalmembran. Diese Zellen durchdringen den ST um Kontakt mit dem uterinen Stroma
aufnehmen zu kénnen und um dieses Gewebe zu invadieren (Cross et al. 1994) (Abb. 5).
Diese intensive Proliferation und Sprossung 1&Bt andere neue Strukturen erkennen: alle
Trophoblastzellen, die den ST durchbrechen bezeichnet man als extravilléser Trophoblast
(EVT) (Abb. 5 und 6). Diese Zellen proliferieren in der Zellsaule (Abb. 5 und 6). Von hier |6sen
sich Interstitielle extravilldse Trophoblastzellen ab, die nicht mehr proliferieren, sondern das
uterine Interstitium der Dezidua und das innere Drittel des Myometriums invadieren
(Kaufmann et al. 2003) (Abb. 5 und 6). Eine Subpopulation infiltriert anschlieBend die Wande
der Spiralarterien, wird nun als endovaskularer Trophoblast bezeichnet und nimmt spater
endotheliale Eigenschaften an (Abb. 6). Diese Zellen blockieren zu Beginn des ersten
Trimesters den Spiralarterienfluss und verursachen eine intraplazentale Hypoxie, die die
Angiogenese stimuliert und den Embryo gegeniber reaktiven Sauerstoffspezies schiitzt
(Chaddha et al. 2004). Am Ende des ersten Trimesters wird diese Blockierung aufgehoben
und maternales Blut tritt mit der Zotte in Kontakt und die Oxigenation der Plazenta findet statt.
Dafur ersetzen die endovaskulédren Trophoblastzellen die muskulare Wand der Spiralarterien
mit fibrinoider Matrix und ermdglichen durch passiv dilatierte GefaBe den Blutfluss zum
intervilldsen Raum (Chaddha et al. 2004).
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A)  Primire Zotte. Pkt 12-15.
(Freie Zotie)

C) Tertifire Zotte (Haftzotta).
Pkt 18 bis
Schwangerschaftsabschluss

B) Sekundire Zotte. Pkt 15-21

Abb. 5:
Hauptereignisse wéhrend der Plazenta-
Entwicklung: Trophoblast-Differenzierung

A) Wahrend der ersten 15 Postkonzeptionstage
(Pkt) bestehen die Primaren Zotten aus Saulen
von Zytotrophoblastzellen umgeben vom
Synzytiotrophoblast. B) Gegen Pkt 15-21
werden die Trophoblastsaulen vom Mesenchym
penetriert. Diese Struktur bezeichnet man als
Sekundare Zotte. C) Ca. am Pkt 18 entstehen
durch Angiogenese plazentére BlutgefaB3e, die
zur Bildung der Tertidren Zotte fiihren.

Die Zellen die sich von der Zotte abtrennen
bezeichnet man als extravilléser Trophoblast.
Die hochinvasiven Fahigkeiten dieser Zellen
sind eine Grundvoraussetzung fiir eine
erfolgreiche Plazentation.

Modifiziert nach Chaddha V et al. (2004)
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2.4 Regulation der Trophoblast-Invasion

Die Invasion und Migration des Trophoblasten durch die Uteruswand wird durch molekulare
und zellulare Interaktion vermittelt, die wiederum vom Trophoblast selbst und der miitterlichen
Mikroumgebung kontrolliert werden. Eine erfolgreiche Implantation ist abhéngig von der
Synchronisierung der Trophoblastentwicklung mit komplexen molekularen Ereignissen, die
durch parakrine und autokrine Regulatoren induziert werden (Cross et al. 1994).

Der menschliche Trophoblast ist Uberaus invasiv. Er durchquert das Uterusepithel und
invadiert die Dezidua, den innere Teil des Myometriums und die mutterlichen Arterien (Cross
etal. 1994).

Eine erfolgreiche Plazentation hangt von dieser hohen Invasivitat der Trophoblastzellen ab.
Diese Prozesse sind essentiell fir eine normal verlaufende Schwangerschaft. lhre
Dysregulation fiihrt zu den héaufigsten Schwangerschaftspathologien wie intrauterine
Wachstumsrestriktion und Praeklampsie. Diese Invasivitat muss jedoch einer engen Kontrolle
unterliegen um eine adaquate Versorgung fur den Embryo zu schaffen und dem Leben der
Mutter nicht zu schaden.

Die Dezidua produziert eine dichte extrazellulare Matrix (EZM), die eine essentiell wichtige
Rolle in der Kontrolle der Invasion des Trophoblasten spielt. Einerseits generiert sie eine
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lokale Mikroumgebung von Cytokinen, die die Trophoblast-Anhaftung férdert und anderseits
begrenzt sie aggressive Invasion (Fazleabas et al. 2004).

Waéhrend der Invasion treten die Trophoblastzellen in Kontakt mit unterschiedlichen Matrix-
Proteinen und Basalmembranen. Die Komponenten der extrazellularen Matrix beinhalten
Kollagen, Fibronektin, Laminin, Vitronectin, Tropin und Tastin. Diese Proteine beeinflussen
die Zell-Funktion Uber die Integrin-Bindung. Dabei beeinflussen sie auch Adhéasion, Migration,
Differenzierung und Ausbreitung (Bischof und Campana 2000).

Um die Uterusinvasion zu ermdglichen produziert der Trophoblast verschiedene Proteinasen,
die die EZM degradieren (Behrendisen et al. 1992). Diese Enzyme werden als Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) bezeichnet. MMPs gehéren zu einer Familie Zink-enthaltender
Endopeptidasen, die fahig zur Degradation von EZM und von der Basalmembran sind. MMPs
spielen eine wichtige Rolle in der Tumorprogression und Metastasierung (Dey 2005). MMPs
regulieren das Zell-Verhalten auf verschiedenen Wegen, inklusive Zell-Matrix- und Zell-Zell
Interaktionen, Freisetzung, Aktivierung oder Inaktivierung von parakrinen oder autokrinen
Signal-Molekilen und Zelloberflacherezeptoren (Sternlicht und Werb 2001). MMPs werden
auf verschiedenen Stufen reguliert, wie auf der Stufe der Transkription, Sekretion,
Aktivierung, Inhibition und Degradation. Die transkriptionale Regulation ist Zellgewebe- und
MMPs-spezifisch und umfasst verschiedene Cytokine und Wachstumsfaktoren (Staun-Ram
und Shalev 2005).

In vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass eine erfolgreiche Implantation und Plazentation
das Ergebnis einer Balance zwischen MMPs-Sekretion und ihrer Inhibition durch TIMPs
(Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) ist (Dey et al. 2004; Niu et al. 2000). Die
Gelatinasen MMP-2 und -9 degradieren Kollagen |V, die Hauptkomponente der
Basalmembran, weshalb diese Enzyme bei der Implantation eine sehr wichtige Rolle spielen,
da sie die Trophoblast-Invasion durch die Dezidua und durch die mutterlichen GefaBe
ermoglichen (Librach et al. 1991). Die MMPs-Expression beim Trophoblast variiert mit dem
Schwangerschaftsstadium: MMP-2 (berwiegend wahrend der Wochen 6 bis 8, MMP-9
Uberwiegend wahrend der Wochen 9 bis 12 (Salamonsen 1999).

TIMPs sind die Haupt-MMPs-Inhibitoren. TIMPs werden durch den Trophoblast und die
Dezidua-Zellen wahrend der Gestation produziert (Niu et al. 2000). Cytokine und
Wachstumsfaktoren beeinflussen auch die Trophoblast-Invasion durch Hoch- und
Herunterregulieren der TIMPs (Staun-Ram und Shalev 2005).

AuBer MMPs tragt auch Plasmin zur proteolytischen Umbildung der Dezidua bei. Die
Plasmin-Aktivierung beruht auf der Bindung von Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (uPA)
an den entsprechenden membranverankerten Rezeptor (uPAR). Dies fluhrt GOber die
Plasminogen-Aktivierung zur Serin-Protease Plasmin. Dieses System ist durch den
Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) inhibiert (Vassalli et al. 1991). AuBer seiner
direkten proteolytischen Wirkung, hat dieses System auch einen indirekten Effekt auf die
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proteolytische- Aktivierung der MMPs. Sowohl uPA als auch Plasmin wurden im Trophoblast
beschrieben (Floridon et al. 1999).

Integrine beeinflussen die Zell-Adhéasion, Migration, Invasion, Zytoskelett-Reorganisation und
die zellularen Signale (Burghardt et al. 2002). Der Trophoblast moduliert sein Integrin-
Repertoire wéhrend der Stroma-Invasion und wahrend der Differenzierung, und teilt sich in
invasive und nicht invasive Zellen auf (Staun-Ram und Shalev 2005).

Dezidualisierte Stromazellen produzieren ebenso Cytokine, die den Dezidualisierungsprozess
steuern und Chemokine, die als Chemoattraktantien auf bestimmte Leukozyten, wie uNK,
Makrophagen, und auf die Migration des Trophoblast wirken.

Cytokine sind kleine pleiotrope Glykoproteinmediatoren, die haufig auf parakrine und
autokrine Art wirken. Chemokine sind kleine chemotaktische Cytokine, wohlbekannt far ihr
Mitwirken bei der Rekrutierung und Aktivation der Leukocyten (Salamonsen et al. 2007).

Nach Beginn der Migration des Trophobalsten werden verschiedene Cytokine durch die
endometrialen Drisen und das luminale Epithel produziert. Die Deziduazellen und
Leukozyten férdern wahrscheinlich die zellulare Diffenzierung, gleichzeitig wirken Chemokine
als Chemoattraktantien fur Leukozyten. AnschlieBend férdern Chemokinen die Migration des
EVT durch die Dezidua und in die BlutgefaBe (Salamonsen et al. 2007).

Es wurde gezeigt, dass die in vitro Trophoblast-Invasion eine Antwort auf verschiedene
Chemokine ist (Hannan et al. 2006; Red-Horse et al. 2001), wohingegen die Trophoblast-
Aggregation dramatisch durch Hinzugabe von Substanzen gesteigert wurde, die die
Chemokin-Aktivitat stéren. Dies bedeutet, dass Chemokine die Trophoblast-Migration durch
die Dezidua induzieren (Red-Horse et al. 2005).

Die Cytokine LIF und IL-1p spielen, wie bereits schon erklért, eine wichtige Rolle fur eine
erfolgreiche Anhaftung  bzw. Implantation. Anscheinend beeinflussen sie auch die
Trophoblast-Invasion. LIF inhibiert die Aktivitdt der Gelatinase im Zytotrophoblast, wodurch
LIF auch auf die Zell-Invasion wirkt (Staun-Ram und Shalev 2005). IL-1 kann die MMP-9-
Aktivitdt im Trophoblast stimulieren (Meisser et al. 1999) und seine Expression in
endometrialen Stromazellen, womit die Invasion der Trophoblast Zellen induziert wird (Huang
et al. 1998).

Neben den Cytokinen sind auch Wachstumsfaktoren an der Regulation der Trophoblast-
Invasion beteiligt. Die epidermalen Wachstumsfakioren EGF und HB-EGF spielen eine
wichtige Rolle in diesem Prozess.

EGF ist bei der Dezidua-Trophoblast Interaktion gegenwartig und spielt eine wichtige Rolle in
der Entwicklung der Plazenta. EGF wird von endometrialen epithelialen Zellen und auch
durch ESZ produziert (Kaufmann et al. 2003). Es ist des weiteren in Trophoblastzellen
beschrieben worden (Hofmann et al. 1991).

HB-EGF ist essentiell fir den Implantationsprozess. Es wurde vorgeschlagen, dass EGF die
Invasion (Bass et al. 1994; Staun-Ram et al. 2004), Differenzierung und Proliferation des
Trophoblast stimuliere (Li und Zhuang 1997). Herausragende Evidenz besteht in Bezug auf
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die Stimulation durch EGF der Metalloprotinase MMP-2 und MMP-9 in Trophoblast-Zellen und
auch uPA und PAI-1. Hierdurch stimuliert dieser Faktor die Trophoblast-Invasion (Anteby et
al. 2004; Qiu et al. 2004; Staun-Ram et al. 2004).

Der Hepatozyt-Wachstumsfaktor (Hepatocyte growth factor, HGF) hat zahlreiche
verschiedenen biologische Funktionen. Es ist ein potentes Mitogen, stimuliert die Dissoziation
und Motilitdt von epithelialen Zellen und induziert die schlauchartige Struktur in vitro. HGF
kommt in der Plazenta in hohem MaBe vor und es wurde bereits gezeigt, dass HGF die
Motilitat und Invasivitédt einiger Trophoblast-Zelllinien stimuliert. Obwohl die genauen
Mechanismen noch nicht bekannt sind, ist vorgeschlagen worden, dass HGF die Stickoxid-
(NO)-Synthese stimuliert. Es gibt ein beachtliches Interesse an der Rolle des NO in der
Schwangerschaft. Erhdhte NO-Synthese soll angeblich fir einen Abfall des Blutdrucks in der
fruhen Schwangerschaft verantwortlich sein und es wurde auBerdem die These aufgestellt,
dass NO den Blutfluss reguliere und die Leukozyten-Adhasion wahrend der
Plazentaentwicklung inhibiere. AuBerdem ist bewiesen worden, dass HGF sowohl die NO-
Produktion als auch die Trophoblast-Zell-Mobilitdt und Invasion stimuliert (Cartwright et al.
1999).

Auch die Steroidhormone Ostrogen und Progesteron beeinflussen die Trophoblast-Invasion.
Progesteron spielt eine zentrale Rolle in der Reproduktion und ist beteiligt an der Ovulation,
Implantation und Schwangerschaft. Es beeinflusst ebenso die Regulation der uterinen
Funktionen wahrend des Menstruations-Zyklus durch die Kontrolle von zyklischen
Veranderungen in der Proliferation und Dezidualisierung. Progesteron ist essentiell fir die
Entwicklung der Dezidua und wahrend der Fertilisation sind hohe Progesteronwerte nicht nur
wichtig fur das Zustandekommen der Implantation, sondern auch fir die Aufrechterhaltung
der Schwangerschaft. Letzteres wird Uber eine Stimulation des Uteruswachstums und Uber
eine Gegenregulierung von Faktoren, die die Myometriumkontraktion stimulieren, bewirkt.
Obwohl die Mechanismen noch nicht vollstandig verstanden sind, ist klar, dass Progesteron
die Zell-Proliferation stimulieren aber auch inhibieren kann, abhéngig vom Zell-Typ und
physiologischem Kontext (Graham und Clarke 1997).

Es ist beschrieben worden, dass Progesteron die Trophoblast-lnvasion durch die
Herunterregulation der MMPs, genauer der MMP-9 beeinflusst  (Shimonovitz et al. 1998).
Dieser inhibitorische Effekt deutet an, dass Progesteron die Trophoblast-Zellen-Invasion
hemmt. Andere Untersuchungen haben gezeigt, dass Progesteron die Invasion und die
Gelatinase-Expression am Anfang des ersten Trimesters hemmt, aber dass dieses Hormon
die MMP-2 Expression und dadurch die Invasion des spateren Trophoblasten stimuliert
(Goldman und Shalev 2006).

Es ist berichtet worden, dass Ostrogen auch einen inhibitorischen Effekt auf die Invasion des
Trophoblasten hat. Untersuchungen am Primat haben gezeigt, dass die vaskulare Invasion
der Spiralarterien im Primat durch die miitterliche Ostradiolproduktion gehemmt wird (Albrecht
et al. 2006).
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Jedoch wurde dieser negative Effekt als ein physiologischer Mechanismus angesehen um
eine UberschieBende arterielle Invasion des Trophoblasten zu hemmen. Die niedrigen
Ostrogen-Werte wahrend der friihen Graviditat des Primaten sind notwendig um eine normale
vaskuldre Trophoblast-Invasion zu erméglichen. Der Anstieg von Ostrogen wéhrend des
zweiten Drittels einer normalen Schwangerschaft hat physiologische Bedeutung, da Ostrogen
die Trophoblast-Invasion der Arterien modulieren dirfte. Dies gewahrleistet einen optimalen
Blutfluss durch das Uterus-Plazenta-Bett um dadurch ein normales fetales Wachstum und
Entwicklung zu erméglichen (Albrecht et al. 2006; Bonagura et al. 2008).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.11 Allgemein fur die Zellkultur
FUr diese Arbeit wurden die folgenden Zelltypen verwendet:

Primare endometriale Stromazellen (ESZ): Zur Gewinnung von Primarzellen wurde uterines

Gewebe aus Hysterektomien verwendet. Die Operationen wurden aufgrund von

Senkungsbeschwerden oder der Diagnose “Uterus myomatosus “ an pramenopausalen
Frauen im ELIM-Krankenhaus, Hamburg vorgenommen. Die Verwendung solcher

Gewebeproben wurde von der értlichen Ethik-Kommission genehmigt.

AC-1M88 Zelllinie: Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Peter Kaufmann und Dr. H.

G. Frank (Technische Universitadt Aachen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

Die in vitro proliferativen Fahigkeiten der primaren extravilldsen Trophoblastzellen sind sehr
gering; aus diesem Grund sind verschiedene Zelllinien entwickelt worden, die die Kultivierung
und Verwendung dieser Zellen im Labor ermdglichen.

Die Hybridom-Zelllinie AC-1M88 entstammt einer Fusion von primdren extravillésen
Trophoblasten mit der Chorionkarzinomzelllinie AC1-1, einer Mutante der JEG-3 Zelllinie
(DSM ACC 457 German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Technical University
of Aachen, Deutschland) (Funayama et al. 1997; Gaus et al. 1997).

Die Zelllinie JEG-3 ist eine humane, adharent wachsende Choriokarzinomzelllinie, die von
Kohler und Bridson (Kohler und Bridson 1971) isoliert wurde. Sie verursacht in Nacktmausen
Tumore, die histologisch mit einem Chorionkarzinom vergleichbar sind (Grimmer et al. 1999).
Mit der Hybridom-Technik wurden die extravillésen Trophoblastzellen durch Fusion mit ihrem
bésartigen Gegenpart, dem Chorionkarzinom (in diesem Fall die Zelllinie JEG-3)
immortalisiert. Eine wesentliche Voraussetzung flr das Entstehen jeder Hybridomkultur ist die
spezifische Elimination aller nichtfusionierter ~Tumorzellen, die aufgrund ihrer
hochproliferativen Eigenschaften die niedriger proliferativen Hybridzellen sehr schnell
Uberwachsen wirden. Zur Lésung dieses Problems wurden Mutanten des Tumorgegenparts
produziert, denen das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT-
negative Mutante, AC1-1 Zelllinie) fehlt. Nicht fusionierte Zellen kdnnen leicht nach
Hybridisierung mit Azaserin-Behandlung eliminiert werden, wogegen die erfolgreichen
Hybridome den HGPRT-Mangel durch die normale Aktivitit des HGPRT-Enzyms der
Trophoblastzellen kompensieren (Abb. 7).
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Chorioncarzinomzelllinie

JEG-3
Mutation
HGPRT (- )
v
Prima ACAi-

rimare Cherioncarzinomzelllinie
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Trophoblasten T
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r

AC-1MB8a
Zelllinie

Abb. 7: Erhalt der Trophoblastzelllinie AC-1M88
Die Trophoblastzelllinie AC-1M88 entstammt einer

Fusion von invasiven priméren Trophoblasten mit der
Chorionkarzinomzelllinie AC1-1 (JEG-3 Mutant).

FUr die Zellkultur wurden sterile Kunststoffartikel von der Firme NUNC, BD, Corning-Costar,
Greiner, Sarstedt, Eppendorf, Milipore, Geyer und VWR bezogen, sowie sterile Lésungen und
Medien verwendet. Alle Zellen wurden in Brutschrdnken (Heraeus, Kendro Laboratory
Products, Deutschland) kultiviert. Die Zellkulturarbeit wurde unter einer sterilen Werkbank
Klasse Il Typ A/ B3 (SterilGard) durchgefihrt.

FUr die Zellkultur wurden die folgenden Lésungen und Medien verwendet:

Passagieren der Zellen

- 0,05 % Trypsin /0,02 % EDTA-L&sung (PAA)
- Phosphate buffered Saline (PBS) (PAA)

Zellzahlbestimmungen

- 0,4 % Trypanblau-Lésung in PBS (Sigma)
- Neubauerkammer (Optiklabor)

Verdaulésung fur die Isolierung der ESZ
(Konzentrationen der Stammldsungen sind in Klammern angegeben)

- 20 ml DMEM ohne Phenolrot (Sigma)
- 200 pl Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) (PAA)

- 200 pl Amphotericin B (Fungizone) (250 pg/ml) (GIBCO)
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- 40 pl Primocin (50 mg/ml) (Invivogen)
- 1 mlIDNase | (2000 Kunitz-U/ml) (ROCHE)
- 200 pl Kollagenase Typ 4 (10 mg/ml) (PAA)

Minimalmedium fir ESZ (MM1)

- 450 ml DMEM/HF-12 ohne Phenorot (Sigma)

50 ml fetales dialysiertes Kalberserum (FCS dial.) (PAA)

- 5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) (PAA)
- 1 ml Primocin (50mg/ml) (Invivogen)

Kulturmedium fir AC-1M88 Zellen

- 450 ml DMEM/ HF-12 (Sigma)
- 50 ml FCS (PAA)
- 5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml, 10 mg/ml) (PAA)

Stimulationslésungen (Endkonzentrationen)

- 17-p- Ostradiol (E,) (Sigma) 10°M

Progesteron (P4) (Sigma) 10°M

- 8-Bromoadenosin- 3’,5’-cAMP (8-Br-cAMP) (Biolog) 0,25 mM

- 8-Br-cAMP (Biolog) 0,5 mM (nur fiir In vitro-Dezidualisierung der ESZ)
- HB-EGF (Sigma) 20 ng/ml

- EGF (Sigma) 10 ng/ml

- HGF (Sigma) 10 ng/ml

- IL-1B ( Strathmann Biotec) 10 ng/ml

- LIF (Sigma) 10 ng/ml

3.1.2 Sphiroide Expansion Assay
Der Assay wurde auf folgenden Tragern durchgefihrt:

- 0,1 um Poren-Zellkulturmembranen (Falkon). Die Membranen wurden im unserem

Labor mit Matrigelbasalmembran-Matrix 10 mg/ml (BD Biosciences) beschichtet.

- 0,45 pym Poren-Matrigelbasalmembranen (BD BioCoat) (Diese Membranen werden
schon mit einer Matrigelschicht geliefert.)

- 8-Kammer Permanox Objektrager (NUNC) ohne Matrigel.
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FUr die Bildung der Sphéroide wurde das folgende Material verbraucht:
- AC-1M88 Zellen und zugehdriges Medium
- sterile nicht adharente 96-Well-Rundbodenplatten (Greiner)
- 0,25% Methylcellulose (R&D Systems)

Die Sphéaroide wurden mit Phasenkontrast- und LBD-2N-Filter und unter Verwendung von 2x,
4x, 10x Objektiven mit einem CKX41 Olympus Mikroskop betrachtet und mit einer CC-12
Olympus Digitalkamera fotografiert.

FUr die Fixierung der Sphéroide verwendete Materialien:
- Formaldehyd 37 % in Wasser (Sigma)

- Paraformaldehyd 4 % in PBS (Fluka). Paraformaldehyd wird als Pulver gekauft und
wie folgt angesetzt: 4 g werden in 80 ml Wasser bei 60°C geldst, dazu wird 1N NaOH
gegeben bis die Flissigkeit klar wird schlieBlich auf 100 ml aufgefulit.

- 0,2 % Triton X-100 in PBS (Sigma)
- PBS (PAA)

Fur die Immunzytochemietechnik verwendete Materialien:
- Vectastain ABC Kit Universal PK-6200 (Linaris)
- Avidin/Biotin Blocking Kit (Linaris)
- DAB Substrat Kit fiir Peroxidase (Linaris)
- Vector SG Substrat Kit fiir Peroxidase (Linaris)
- Methanol 100 % (Merck)
- Wasserstoffperoxid 30 % (Merck)
- PBS (PAA)
- Antikdrper (Tabelle 1)

- Faramount Aqueous Mounting Medium (Dako)

21



Material und Methoden

Tabelle 1: Fiir die Inmunzytochemie verwendete Antikérper

Antikérper Hersteller Verwendet fiir die Markierung von Verdiinnung
Cytokeration 7 (OV-TL 12/30) DakoCytomation Trophoblast/epitheliale Zellen 1:200
Vimentin (V9) DakoCytomation Dezidua/mesenchymale Zellen 1:1000

3.2 Methoden

3.21 Isolierung der ESZ

Das Gewebestlick bestehend aus Myometrium und Endometrium wurde auf einer Petrischale
mit 20 ml Verdaul6sung bearbeitet.

Das Endometrium wurde mit einem Skalpell vom Myometrium abgeschabt und so abgetrennt.
Das Gewebe wurde so lange bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert bis die schlauchférmigen
Drisen freigelegt waren. Wahrend der Verdauung wurde die Suspension geschwenkt oder
pipettiert um die Zellen in Suspension zu halten.

Die Zellsuspension wurde auf eine T 75-Flasche mit 20 ml Minimalmedium Gberfihrt und
eine Stunde inkubiert, damit die Stromazellen sich auf der Oberflache des Flaschenbodens
anhaften.

Der Uberstand mit Driisen wurde abgenommen. Zu den angehefteten Zellen wurde 10 ml
Minimalmedium gegeben. Nach einer Stunde wurde der Uberstand in eine neue T 75 Flasche
UberfOhrt und dazu 10 ml Minimalmedium gegeben. Die Flaschen wurden (ber Nacht bei 37
°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt.

Da durch die Praparationsmethode eine Verunreinigung der ESZ mit Epithelzellen
unvermeidbar war (Abb. 8), wurden die ESZ, wenn sie ausreichend konfluent waren mit
Trypsin/EDTA-LSsung abgeldst und passagiert. Hierdurch wurden die Epithelzellen eliminiert,
da sich diese nicht mehr an den Flaschenboden anhaften.
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Abb. 8: Stroma und Epithelzellen wahrend der Isolierung der ESZ

Die Stromazellen sind langlich und fibroblastéhnlich. Die Epithelzellen sind rundlicher und
bilden wahrend ihres Wachstums eine Spiralform.

3.2.2  Kultivierung der AC-1M88 und ESZ

Die Zellen wurden in verschiedenen Zellkulturflaschen (T 180; T 75; T 25) bei 37 °C und 5 %
CO, kultiviert. Alle Zellen sind als Monolayer gewachsen. Um die Zellen vom Flaschenboden
I6sen zu kdénnen, wurden die Zellen nach einer Konfluenz von circa 90% mit Trypsin
behandelt. Nach circa finf bis acht Minuten Behandlung erhielt man eine Zellsuspension.
Diese Zellsuspension wurde zentrifugiert um die Zellen vom Trypsin zu trennen Die Zellen
wurden in einer 1:10 Verdinnung in das Medium resuspendiert und in einer neuen Flasche
weiter kultiviert. Die ESZ wurden grundsétzlich in Kulturmedium, das mit steroidfreiem FCS
(FCS dial.) versetzt worden war (MM1) kultiviert. Das Medium wurde alle drei Tage
gewechselt.

Stimulierung der Zellkulturen

Zur Untersuchung des Einflusses von verschiedenen Substanzen, wie Steroidhormone,
Cytokine und Wachstumsfaktoren wurden kultivierte Zellen mit Substanzen in verschiedenen
Konzentrationen (siehe Kapitel 3.1.1) inkubiert. Das hierbei fir die Stimulierung verwendete
Medium war ebenfalls MM1.

3.23 In vitro-Dezidualisierung der ESZ

Die kultivierten ESZ, die einen typischen Fibroblast-Phanotyp zeigten, wurden fiir diese
Methode ausgewéhlt. Die Zellen wurden mit dem gewdhnlichen Medium bis zu einer
Konfluenz von ca. 90 % in T 180 Kulturflaschen kultiviert. Um die in vitro-Dezidualisierung von
ESZ zu erméglichen, wurden die Zellen mit 8-Br-cAMP 0,5 mM in MM1 mehrere Tage lang
inkubiert. Eine Kulturflasche mit ESZ, die nicht behandelt wurde, wurde parallel als
zusatzliche Kontrolle kultiviert. Die Zellen wurden jeden Tag Uberwacht und mit den nicht
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stimulierten Zellen verglichen. Sobald die Zellen morphologische Merkmale dezidualisierter
Zellen zeigten, wurden sie fir die verschiedenen Versuche verwendet.

3.24 Sphéroide Expansion Assay

3.24.1 Spharoide-Bildung

Fir die Untersuchung der Dezidua-Trophoblast-Interaktion wurde ein Sphéroide Expansion
Assay verwendet.

Primare Zytotrophoblastzellen formieren sich in nicht adharenten 96-Well-Rundbodenplatten
mit Hilfe von Methylcellulose zu Ballchen (Sphéaroide) (Korff et al. 2004). In dieser Arbeit
wurde diese Methode fir AC-1M88 Zellen angewendet. Daftr mischt man pro Well einer 96-
Rundbodenplatte ca. 3000 Zellen mit 10 pl 0,25 % Methylcellulose (MC) und 90 pl Medium fir
AC-1M88 Zellen (Abb. 9).

3000 AC-1M88 Zellen
— 90 pl Medium
10 pl 0,25 % MC

Abb. 9: Well einer 96- WellFRundbodenplatte

Die Durchfiihrung erfolgte in unserem Labor nach folgenden Schritten:

Eine T180 Kulturflasche mit AC-1M88 Zellen wurde kultiviert bis zu einer Konfluenz von 90%.
Die Zellen wurden trypsiniert und durch anschliessende Zentrifugation vom Trypsin erneut
getrennt. Das Pellet wurde in 3 ml frisches Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer
Neubaukammer wurde eine Zellzahlbestimmung durchgefuhrt.

Ca. 100 Spharoide wurden in jedem Versuch gebildet. Fiir diese Spharoidzahl wurden 3 x 10°
Zellen, 1000 pl 0,25 % MC und 9 ml Medium bendtigt.

Die bei unseren Versuchen verwendete Methylcellulose war in einer Konzentration von 0,28
% geliefert worden, weshalb nur 890 pl 2,8 % MC und 9,11 ml Medium benétigt wurden.

Von der Volumenmenge des Mediums (ml) wurden immer die Anzahl ml, in der die Zellen
zuvor suspendiert worden waren, abgezogen.

Dementsprechend wurden dann 3 x 10° Zellen + 890 pl 2,8 % MC und (9,11 ml — ml
Zellsuspension) Medium in einem Rdhrchen gemischt.

100 pl dieser Mischung wurden pro Well auf einer 96-Well-Rundbodenplatte verteilt und fir
24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert (Abb. 10). Nach dieser Inkubationszeit erhielt
man ein Sphéroid pro Well.
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100 pl/ Well

3 x 10° Zellen
- s 9,11 ml Medium
890 pl 2,8 % MC

NV A VAV

96- Well-FRundbodenplatte

~

Abb. 10: Bildung von 100 Sphéroide

3.24.2 Ausplattierung der ESZ

Am Tag, an dem die Sphéaroide angesetzt worden waren, wurden auch die ESZ auf den
verschiedenen Tragern ausplattiert.

Diese Zellen, die in Kulturflaschen als Monolayer gewachsen sind, wurden zuvor trypsiniert
und zentrifugiert. Hinterher wurde eine Zellzahlbestimmung mit der Neubauerkammer
durchgefiihrt. Die Zellen, die zuvor nicht dezidualisiert worden waren, wurden mit einer Anzahl
von 5 x 10* Zellen/Well eines 8-Kammer-Permanox-Objektragers ausplattiert, zuvor
dezidualisierte Zellen aufgrund langsameren Wachstums und héheren Zellverlustes mit einer
Anzahl von 8 x 10* Zellen/Well. Die Zellen sind adharent gewachsen.

Parallel und auf analoge Art und Weise wurden die ESZ auf einer Matrigelschicht
ausplattiert. Dafir wurden die Trager vor der Ausplattierung der Zellen mit einer
Matrigelschicht bedeckt.

3.24.3 Ansatz der Matrigelschicht auf den verschiedenen Tragern

Matrigel wird bei -20 °C solide geliefert. Vor der Verwendung wurde das Matrigel Gber Nacht
bei 4 °C aufgetaut.

Alle benétigten Materialen (Pipettenspitzen, Platten, Tubes, Scraper und das
Verdinnungsmedium) wurden tber Nacht im Kihlschrank gelagert und wahrend der Arbeit
auf Eis gestellt.

50 pl Matrigel/cm?® Wachstumsflache verdiinnt bis zum Verhaltnis 1:1 mit Serum-freiem
Medium (DMEM/HF-12) wurde mit geklhlten Pipettenspitzen pipettiert und mit einem
gekuhlten Scraper im Well verteilt. Die Platte wurde zwischen 10 und 30 min. auf Eis in den
Kihlschrank gestellt um das Matrigel gleichméaBig im Well zu verteilen. Danach wurde die
Platte fiir 30 min bei 37 °C inkubiert um das Matrigel zu gelieren. Hinterher wurden die ESZ,
wie friiher schon erklart, auf die Matrigelschicht ausplattiert.

—\x—\/—\x—\ﬁ/’_
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Die Bearbeitung von Matrigel im Labor stellt gewisse Schwierigkeiten dar, die durch die
physikalischen Eigenschaften des Matrigel bedingt sind. Aus diesem Grund wurden spater
auch Trager verwendet, die bereits mit einer Matrigelschicht geliefert werden.

3.244 Ausplattierung der Spharoide und Stimulation mit Faktoren

Am folgenden Tag standen die gebildeten Sphéaroide und mit ESZ ausplattierten Trager zur
Verflgung.

Nun wurden die Stimulationslésungen angesetzt und die Sphéroide auf Plastik, Matrigel oder
ESZ-Monolayer umgesetzt.

Die Stimulationslésungen mit den verschiedenen Faktoren wurden in einem Rd&hrchen
angesetzt. Das Medium, mit dem die Stromazellen ausplattiert worden war, wurde vorsichtig
abpipettiert. Die Stimulationslésungen wurden auf die verschiedenen Trager verteilt (500 pl
Stimulationslésung/Kammer).

AnschlieBend wurden die gebildeten Sphéroide von der 96- Well-Rundbodenplatte mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze aufgesaugt (ca. 25 ul) und auf Plastik, eine Matrigelschicht,
Stromazellen mit Stimulationsmedium oder Medium ohne Stimulation (Kontrolle) in den

verschiedenen Kammern aufgesetzt (Abb. 11).

Pipettespitzen

& G
LY _—
" Paaay Pt F Pt — —_
/ ! o/ —
AVAR VA VoV W ESZ-Monolayer 'E-é.
96- Well-Rundbodenplatte 8-Kammer-Permanox-Objektrager

Abb. 11 : Ausplattierung der Sphéroide auf die ESZ

Diese Kokulturen wurden 2 Tage bei 37 °C und 5% CO. inkubiert. Der Tag, an dem die
Spharoide auf die verschiedenen Trager ausplattiert wurden, wurde ,Tag 0“ genannt. Die
Spharoide wurden am Tag 0, 1 und 2 unter dem Mikroskop mit verschiedenen Objektiven (2x,
4x und 10x) und Filtern (Phasenkontrast, LBD-2N) beobachtet und fotografiert.

Nach zwei Tagen Inkubation wurden die Kokulturen fixiert und mittels
Immunzytochemietechnik gefarbt. Zur Kontrolle wurden die Sphéroide nicht auf ESZ, sondern
direkt auf Plastik oder Matrigel gesetzt und ebenfalls mehrere Tage beobachtet und fixiert.
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Auf diese Art und Weise wurde sowohl der Einfluss der verschiedenen Faktoren wie auch der
dezidualisierten und nicht-dezidualisierten Stromazellen auf die Trophoblast-Spharoide

untersucht.

3.24.5 Doppelfarbung durch Imnmunzytochemie

Um die verschiedenen Zellen des Spharoide Expansion Assay erkennen zu kénnen wurde als
Farbungsmethode die Immunzytochemietechnik verwendet.

Die Farbungsprozedur wurde innerhalb von drei Tagen durchgeflhrt.

Am Tag 1 (Ende der Kokultur) wurden die Zellen (Sphéroide und ESZ) fixiert. Dafiir wurde
das Medium, mit dem die Zellen stimuliert worden waren, vorsichtig abpipettiert. Jede
Kammer wurde danach mit 250 ul PBS gewaschen. PBS wurde abpipettiert und 250 pl
Paraformaldehyd 4 % in PBS wurde in jede Kammer pipettiert und fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Kammern 3 mal jeweils 5
Minuten mit PBS gewaschen.

Fur die Permeabilisierung wurden die Kammern 10 Minuten bei RT mit 250 pl/Kammer 0,2 %
Triton x-100 in PBS behandelt. Am Ende dieser Periode wurden die Kammern 3 mal 5
Minuten mit PBS gewaschen.

Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde durch 10 Minuten Inkubation mit Wasserstoffperoxid
1:25 in Methanol blockiert. Danach wurden die Kammern 3 mal 5 Minuten mit 250 ul PBS
gewaschen.

Hinterher wurden die Zellen 15 Minuten mit 5 Tropfen/Kammer Avidin-Lésung bei RT
inkubiert. Nach kurzem Spllen mit PBS wurden die Zellen mit 5 Tropfen /Kammer Biotin-
Lésung bei RT inkubiert und noch einmal mit PBS gewaschen.

Normalserum aus ABC-KIT wurde 1:100 mit PBS verdiinnt. 250 pl dieser Lésung wurden pro
Kammer pipettiert und wahrend 20 Minuten bei RT inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das
Uberschiissige Serum entfernt. Der CK7-Antikdrper (Antikdrper gegen AC-1M88-Zellen)
wurde mit dem erwahnten verdiinnten Normalserum auf ein Verhaltnis von 1:200 verdinnt.

250 pl/Kammer wurden pipettiert und tGber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am Tag 2 wurden die Objektrager 10 Minuten auf RT gebracht und 2 mal 3 Minuten mit PBS
gewaschen. Der Sekundar-Antikérper (universeller biotinylierter SEK aus ABC-KIT) wurde in
der Zeit wie folgt angesetzt: 100 pl SEK (2 Tropfen) auf 5 ml PBS plus 100 ul (2 Tropfen)
Normalserum. Ca. 250 pl dieser Lésung wurden pro Kammer pipettiert und 30 Minuten bei RT
inkubiert.

Avidin/Biotin-Komplex (aus dem ABC-KIT) musste 30 Minuten vor Gebrauch wie folgt
angesetzt werden: 5 ml PBS plus 2 Tropfen (100 pl) Reagenz A, mischen, hinterher Zugabe
von 2 Tropfen (100 pl) Reagenz B, und bei RT stehen lassen.
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Nach der Inkubation mit SEK mussten die Kammern 3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen
werden. Ca. 250 pl Avidin/Biotin-Komplex mussten pro Kammer pipettiert und 30-60 Minuten
bei RT inkubiert werden. Danach wurden die Zellen 3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Das DAB-Sustrat musste kurz vor Gebrauch wie folgt angesetzt werden: 5 ml H,O plus 2
Tropfen Buffer Stock Solution, gut mischen. Zugabe von 4 Tropfen DAB Stock Solution, gut
mischen. Zugabe von 2 Tropfen Hydrogen Peroxide Solution, gut mischen. Ca. 250 ul der
Mischung pro Kammer pipettieren. Nach 10 Minuten Inkubation bei RT auf Farbumschlag
achten und sofort Wassern. Hinterher 5 Minuten mit H,O waschen.

Bei den Sphéaroiden, die direkt auf Plastik ausplattiert worden waren, war  der
Farbungsprozess hiermit abgeschlossen. Bei den Sphéaroiden, die auf ESZ ausplattiert
worden waren, wurde die Doppelfarbung wie folgt durchgefihrt.

Zur Blockierung der Substratreaktion der 1. Farbung mussten die Kammern 10 Minuten mit
der Methanolblockade inkubiert werden (siehe Tag 1). Danach mussten die Schritte mit
Avidin/ Biotin blocking Kit und Normalserum genau wie am Tag 1 wiederholt werden. Dieses
Mal wurden die Zellen anstatt mit CK7 mit Vimentin-Antikérper (Antikérper gegen ESZ)
inkubiert. Der Antikérper musste zuerst 1:1000 mit verdinntem Normalserum verdinnt
werden. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 4 °C mit dem Antikdrper inkubiert (ca. 250

pl/Kammer).

Am Tag 3 wurden die Objektrdger zu Beginn mit Ansetzen des Sekundar-Antikérpers und
Avidin/Biotin-Komplexes genau wie an Tag 2 behandelt. Nach der Inkubation mit AB-Komplex
wurde das Vector SG Substrat kurz vor Gebrauch wie folgt angesetzt: 5 ml PBS plus 2
Tropfen Chromogen, gut mischen. Zugabe von 2 Tropfen Hydrogen Peroxide Solution, gut
mischen. Ca. 250 pl pro Kammer der Mischung pipettieren und 10 Minuten bei RT inkubieren,
auf Farbumschlag achten und dann sofort Wassern. Hinterher 5 Minuten mit H,O waschen.

Die Objekttrager wurden am Ende mit Faramount Mounting Medium eingedeckt und

fotografiert.

28



Ergebnisse

4 Ergebnisse

41 Bildung und Ausplattierung der AC-1M88 Sphéroide

Flr die Spharoid-Bildung wurden AC-1M88 Zellen mit Methylcellulose in den Wells einer
sterilen nicht adharenten 96- Well-Rundbodenplatten fiir 24 Stunden inkubiert. Nach dieser
Zeit bildete sich ein Sphéroid pro Well (Abb. 12). Nur morphologisch gleichm&Big rundlich
gebildete Spharoide wurden fiir den Expansion Assay verwendet.

Nach der Aussortierung wurden alle Spharoide plus 25 pl Medium mit einer 20-200 pl
Pipettenspitze aufgesaugt und auf Plastik oder Matrigel ausplattiert. Dieser Tag wurde ,Tag
0“ genannt. Die Spharoide wurden zwei Tage kultiviert (Tag 1 und 2). In diesem Zeitraum
haben sich die Sphéaroide ausgebreitet (Abb. 13).

®

. ‘ -
v 5
m PR =

Abb. 12: AC-1M88 Spharoid

Nach 24 Stunden Inkubation mit 0,25 % Methylcellulose
bildeten circa 3000 Zellen der Zelllinie AC-1M88 ein
Sphéroid. A) 4x Objektiv B) 10x Objektiv.
(Reprasentativer Spharoid am Tag 0 auf 8-Kammer
Permanox Objektrager, Phasenkontrast-Mikroskopie)

Tag 0 Tag1 Tag 2

Sph. auf
Plastik

Abb. 13: Expansion eines Sphéroides wahrend 2 Tage Inkubation

Représentativer Sphéaroid auf 8-Kammer Permanox Objektrager,
(Phasenkontrast-Mikroskopie, 4x Objektiv).
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Ausbreitung der Spharoide: Vergleich Plastik und Matrigel

Um die Dezidua zu invadieren, missen die Trophoblastzellen die extrazelluldre Matrix
auflésen, woflr diese Zellen verschiedene Proteinasen produzieren missen (Cross et al.
1994; Staun-Ram und Shalev 2005).

In unserem Modell wurde zu Anfang die Extrazellularmatrix durch eine Matrigelschicht, mit der
die verschiedenen Trager in unserem Labor bedeckt worden waren, ersetzt. AC-1M88
Sphéaroide wurden auf die Matrigelschicht ausplattiert. Als Kontrolle wurden entsprechende
Spharoide auf Plastik inkubiert.

Die Matrigelschicht hatte einen negativen Einfluss auf die Expansion der Spharoide im
Vergleich mit den Kontrollen auf Plastik. Nach zwei Tagen Inkubation war die Zunahme auf
Matrigel deutlich geringer als die auf Plastik. Dagegen verbreiterte sich die Flache der
Spharoide auf Plastik offensichtlich (Abb. 14).

Sphéroide Sphiroide
auf Plastik auf Matrigel

Tag 0

Tag 2

Tag 3

Abb. 14: Expansion der Sphéaroide. Vergleich Plastik und
Matrigel.

Spharoide auf Plastik und auf 0,1 um Poren-Zellkulturmembran.
Diese Membranen wurden in unserem Labor mit

Matrigelbasalmembran-Matrix 10 mg/ml beschichtet.
(Phasenkontrast Mikroskopie, 4x Objektiv).

In spateren Versuchen wurden die Spharoide auf bereits mit Matrigel bedeckt gelieferten
Tragern ausplattiert und mit verschiedenen Wachstumsfaktoren (HB-EGF, EGF, HGF),
Cytokinen (LIF, IL-1B), und Steroidhormonen (E, und P,) stimuliert.

Nach 48 Stunden Stimulation sieht man auf Matrigel keinen Einfluss der Faktoren. Alle
Sphéaroide wurden gleichméaBig gréBer, aber es wurde kein Unterschied in der Expansion
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zwischen Kontrolle (unstimulierte Sphéroide) und den verschiedenen Faktoren beobachtet
(Abb. 15).

Sphéaroid ohne
Stimulation
IL-18 + LIF

LIF
O .‘

Abb. 15: Expansion der Spharoide auf Matrigel nach der Faktoren-Stimulation

HB-EGF EGF HGF IL-1p

Représentativer Versuch: Spharoide auf 0,45 um Poren-Matrigelbasalmembranen
(diese Membranen werden schon mit einer Matrigelschicht geliefert.)
(Phasenkontrast Mikroskopie, 4x Objektiv).

4.2 ESZ: In vitro-Dezidualisierung und Bildung der ESZ-Monolayer

Die ESZ wurden in vitro-dezidualisiert. Daflr wurden diese Zellen, mehrere Tage mit 8-Br-
cAMP behandelt. Vor und nach der Behandlung wurden die Zellen fotografiert. Parallel als
Kontrolle wurden ESZ kultiviert, die nicht behandelt wurden.

Nach mehreren Tagen Inkubation haben sich die behandelten ESZ differenziert. Der l&angliche
Fibroblast-Phénotyp wandelte sich zum rundlichen Dezidua-Phanotyp (Abb. 16),
wahrendessen die nicht behandelten Zellen ihre langliche Morphologie beibehielten.

Abb. 16: In vitro-Dezidualisierung der ESZ

A) ESZ nach 4 Tagen Kultur ohne 8-Br-cAMP B) ESZ nach 4 Tagen Kultur mit 8-Br-cAMP.
Nach der Behandlung mit dem cAMP-Analogon erhalten die Zellen die morphologischen
Merkmale der Deziduazellen.

(Phasenkontrast-Mikroskopie, 10 x Objektiv).
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Ausplattierung der ESZ. Vergleich Plastik und Matrigel

Der Einfluss von Matrigel wurde auf ESZ ebenfalls untersucht. ESZ wurden auf Plastik
(Permanox) oder 0,45 um Poren-Matrigelbasalmembranen plattiert.

Nach 24 Stunden Inkubation auf Plastik bildeten Stromazellen einen Monolayer auf dem
Tragerboden (Abb. 17 A).

Im Gegensatz hierzu hatte die Anwesenheit von Matrigel einen negativen Einfluss auf die
Ausbreitung der Stromazellen. Die Zellen, die auf Matrigel ausplattiert worden waren, haben
sich nicht ausgebreitet. Die Zellen wurden kleiner und rundlich. Diese Morphologie hat sich im
Laufe der Tage nicht veréandert (Abb. 17 B).

|

N

A : B

Abb. 17: Ausplattierung der ESZ. Vergleich Matrigel und Plastik
A) ESZ auf Plastik (8-Kammer Permanox Objektrager). B) ESZ auf 0,45 pm

Poren-Matrigelbasalmembranen.
(Phasenkontrast-Mikroskopie, 10 x Objektiv).

4.3 Kokultur: AC-1M88 Spharoide auf ESZ-Monolayer

Zuerst war geplant die Kokultur auf Matrigel zu etablieren. Da die vorherigen Ergebnisse
jedoch gezeigt haben, dass beide Zelltypen Matrigel nicht gut tolerieren, wurde auf Matrigel
verzichtet.

Die ESZ produzieren in vivo den gréBten Teil der Extrazellularmatrix (Dockery und Burke
2008). Aus diesem Grund und um den negativen Effekt von Matrigel zu vermeiden, aber um
trotzdem die in vivo-Bedingungen bestmdglich zu imitieren, wurde die Matrigelschicht durch
eine ESZ- Monolayer ersetzt. In diesem Fall wurde keine zusatzliche Matrigelschicht benétigt
und die Bedingungen wurden dadurch den in vivo- Bedingungen besser angeglichen.

Die AC-1M88 Spharoide wurden danach auf die Stromazellen ausplattiert. Als Kontrolle
wurden Sphéroide auf Plastik ausplattiert (Abb. 18).

Im Gegensatz zu den Sphéaroiden auf Matrigel breiteten sich die Spharoide auf ESZ deutlicher
aus. Jedoch war die Grenze zwischen beiden Zelltypen und der Unterschied zur Kontrolle
(Spharoide auf Plastik) nicht deutlich zu sehen, weswegen die Zellen mittels

Immunzytochemie gefarbt wurden.
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Tag 0 Tag 1 Tag 2

Sph. auf
Plastik

Sph. auf 2
Stromazellen = -

Abb. 18: Sphéroide auf Plastik und auf ESZ Monolayer.
Oben) AC-1M88 Spharoide auf Plastik. Unten) AC-1M88 Spharoide auf

ESZ Monolayer. 8-Kammer Permanox Objektrager.
(Phasenkontrast-Mikroskopie, 4 x Objektiv).

4.3.1 Farbung der Zellen durch Immunzytochemie

Um die beiden Zelltypen unterscheiden zu kénnen und um unsere Ergebnisse objektiv zu
interpretieren wurden die verschiedenen Zellen mittels Immunzytochemie-Technik gefarbt
(Abb. 19 und 20).

Als Antikdrper wurden CK7 gegen AC-1M88-Zellen und Vimentin gegen ESZ verwendet.
Durch diese Technik konnten die zwei verschiedenen Zelltypen, wie auch die Expansion der
Sphéaroide und die Morphologie der ESZ, die den jeweiligen Differenzierungszustand der

Zellen gezeigt hat beurteilt werden.
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Vor der Fixierung Wach der Farbung

ESZ (braun)
AC-1Mss Zellen
{schwarz)
Abb. 19: Inmunzytochemie: Doppelfarbung.
Sphéaroide am Tag 2 vor der Fixierung (A und C) und nach der
Farbung durch Immunzytochemie (B und D).
A und B) Sphéroide auf Plastik, C und D) Sphéroide auf ESZ (8-
Kammer Permanox Objektrager.
(A und C: Phasenkontrast-Mikroskopie, B und D: LBD-2N-Filter,
4x-Objektiv).
o < i -~
. S ﬂ' )f/ Abb. 20: Farbung der verschiedenen Zelltypen mittels
¥ - L ’ Immunzytochemie (VergréBerung).

Durch die Immunzytochemietechnik wurden die Zellen
gefarbt. Die verwendeten Antikérper, waren CK7 fir die
AC-1M88-Zellen (Schwarz) und Vimentin fir die ESZ
(Braun).

Zellen auf 8-Kammer Permanox Objektrager.
(Mikroskopie mit LBD-2N-Filter, 10 x Objektive).

4.3.2 Auswertung

Zur Bearbeitung unserer Fragestellung und nach Optimierung der Technik wurden in unserem
Spharoide Expansion Assay AC-1M88 Sphéroide auf Plastik, nicht-vor-dezidualisierten und
vor-deziudalisierten ESZ plattiert. Zusatzlich wurde der Einfluss von verschiedenen Faktoren
in diesem Modell getestet. Um unsere Ergebnisse zu objektivieren wurde die fotografierte
Flache jedes einzelnen Sphéaroids am Tag 0 (sofort nach der Ausplattierung) und nach der
Immunfarbung (Zustand am Tag 2 der Kokultur) mit Hilfe eines Computerprogramms (Image
J) ausgemessen. Zur Absicherung der Versuchsergebnisse wurde jede Variable immer
mindestens in Triplikaten untersucht, d.h. drei Spharoide wurden gleichzeitig und identisch
behandelt. Die Ergebnisse wurden in beliebigen Einheiten (b. E.) angegeben und in eine
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Excel Tabelle eingetragen. Die Abbildung 21 zeigt ein Beispiel der Auswertung eines

Versuchs.

Sphéaroide Expansion Assay. Versuch X
Spharoide auf Permanox-Kammern. Messung der Flache mittels mit ImageJ (b.E.)

Spharoide auf Plastik. Tag 0- Fotos mit 4 x Objektiv

ohne Stimul.| HB-EGF EGF HGF IL-1b LIF IL-1b + LIF E, P, E;+P,
Spharoid 1 56747 64079 66568 66543 62119 58861 59089 56642 61056 60249
Spharoid 2 61232 69660 59909 60738 68092 63192 60200 60119 59565 54283
Spharoid 3 66398 66218 50397 57428 64042 61940 59587 EEB13 61462 62082
Spharoide auf nicht-vor-dezidualisierten ESZ

ohne Stimul.| HB-EGF EGF HGF IL-1b LIF IL-1b + LIF E, P, E,+ P,
Spharoid 1 61942 66437 50445 62749 56044 61099 58726 60725 61528 62042
Spharoid 2 60973 63796 58771 5a574 59253 60684 56333 57514 60667 64555
Spharoid 3 66087 62914 63612 58115 63276 58718 57198 62774 64804 56882
Spharoide auf vor-dezidualisierten ESZ

ohne Stimul.| HB-EGF EGF HGF IL-1b LIF IL-1b + LIF E, P, E,+ P,
Spharoid 1 63322 62275 62004 62897 65555 61332 62483 70356 62787 62082
Spharoid 2 60427 59782 57733 61150 82721 64351 60156 62143 67381 B6731
Spharoid 3 59064 67827 61491 60905 67421 60511 59325 65380 66388 65959
Spharoide auf Plastik. Tag 2- Korrigierte Werte fiir 4x Objektiv *

ohne Stimul.| HB-EGF | EGF | HGF | IL-1p uF [Ip+LF[ E, P, E;+ P,
Spharoid 1 502440 549788 597024 | 546664 | 504568 | 525688 528132 546006 | 5236524 | 568184
Sphéroid 2 538912 522144 605504 | 525224 | 568748 | 748672 610720 537316 | 528016 | 490000
Spharoid 3 605312 548924 503888 | 550016 | 532084 | 661268 576116 508872 | 498592 | 534408
Spharoide auf nicht-vor-dezidualisierten ESZ

ohne Stimul.| HB-EGF | EGF | HGF ] LF [ +0OF] E P, E,+ P,
Spharoid 1 868404 972252 771900 | 846004 | 926864 | 905840 844068 803540 | 828088 | 888184
Spharoid 2 828192 069484 022448 | 826340 | 934624 | 967892 956424 824408 | 882180 | 874568
Spharoid 3 879132 999904 954940 | 746832 | 844176 | 906208 1076216 858724 | 863436 | 873204
Spharoide auf vor-dezidualisierten ESZ

ohne Stimul.| HB-EGF | EGF HGF LB LF | IL-1p+LIF] E, P, E,+P,
Spharoid 1 081288 017588 773900 | 899244 | 1216048 | 1005508 1320328 970220 | 860768 | 934464
Spharoid 2 923012 1019920 916136 | 800868 | 1063888 | 1020124 1205636 945352 | 888072 | 929596
Spharoid 3 023564 1054872 | 1059556 | 862636 | 1015800 | 992352 1256876 866556 | 901444 | 879806

Abb. 21: Flache der Sphéroide am Tag 0 und Tag 2. Excel-Tabellen

* Beispielversuch zur Erklarung: Die Sphéroide wurden am Tag 0 mit einem 4x-Objektiv und am Tag 2 mit einem 2x-
Objektiv fotografiert. Auf diese Art und Weise wurden die Sphéroide auch ausgemessen.
Um diese Daten vergleichen zu kénnen wurde das Ergebnis der Messung des Tag 2 entsprechend auf ein 4x-Objektiv
umgerechnet (wie am Tag 0). Dafir wurden am Tag 2 gemessene Werte mit dem Faktor 4 multipliziert nach der
mathematischen Formel des Flacheninhalts A =n x r°.
Ergebnisse in beliebigen Einheiten (b. E.) angegeben.

Das Expansionsverhéltnis der drei einzelnen Spharoide zwischen Tag 2 und Tag 0 wurde

mittels Normalisierung errechnet um die Spharoidausbreitung am genauesten zu objektivieren

(Abb. 22).
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Um die Signifikanz von unseren Ergebnissen zu bestimmen wurden die Werte von drei
reprasentativen und &hnlichen Versuchen mit dem Statistikprogramm Graph Pad PRISM
bearbeitet. Die Abweichungsanalyse (ANOVA) (Abb. 23) und der Post-hoc-Test Bonferroni
(Abb. 24) wurden mit diesem Programm durchgefuhrt und entsprechende Grafiken wurden

erstellt.

Normalisierung = Tag 2/ Tag 0
Spharoide auf Plastik

ohne Stimul.] HB-EGF | EGF | HGF IL-1p LIF | ILAp+0F] P, E,+ P,
Spharoid 1 89 8.6 9,0 8,2 8,1 8.9 8.9 97 8,6 9,4
Spharoid 2 88 7.5 10,1 B,6 8,4 11,8 10,1 80 8,0 0,0
Sphér{}id 3 g1 8.3 10,0 9.6 8.3 10,7 9,7 g1 8,1 8.6
Spharoide auf nicht-vor-dezidualisierten ESZ

ohne Stimul.] HB-EGF EGF HGF IL-1b LIF | ILAp+0F E, P, E.+ P,
Spharoid 1 14,0 14,6 13,0 13,5 16,5 14,8 14,4 13,2 13,5 14,3
Sphiroid 2 13,6 15,2 157 13,0 15,8 15,0 17,0 14,3 14,5 13,5
Sphiroid 3 13,3 15,9 15,0 12,9 133 15,4 18,8 13,7 13,3 154
Spharoide auf vor-dezidualisierten ESZ

ohne Stimul.] HB-EGF EGF HGF IL-1b LF | IL-1p + LIF E, P, E,+P,
Spharoid 1 15,5 14,7 12,5 14,3 18,6 16,4 21,1 13.8 13,7 14,8
Spharoid 2 15,3 17,1 15,0 13,1 17,0 15,0 20,0 15,2 13,2 13,0
Sphéroid 3 15,6 15,6 17,2 14,2 151 16,4 21,2 13,3 13,6 13,3

Abb. 22: Normalisierung

Die Ausbreitung der Spharoide wurde durch Normalisierung objektiviert. Beispiel: Spharoid 1 auf Plastik, ohne Stimulation. Flache

am Tag 2= 502440. Flache am Tag 0= 56747. Normalisierung= 502440/ 56747= 8,9
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Repeated Measures ANOVA

P value < 0.0001
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
Number of groups 10

F 6.552

R squared 0.4502

Was the pairing significantly effective?

R squared 0.6707
F 3334

P value < 0.0001
P value summary

Is there significant matching? (P < 0.05) |Yes

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 2779 9 30.88
Individual (between rows) 1257 8 157.1
Residual (random) 339.3 72 4713
Total 1874 89

Abb. 23: ANOVA-Test

Beispieltabelle: Die Werte von drei reprasentativen Versuchen wurden mit dem Programm GraphPad Prism analysiert.
Die Signifikanz der Ergebnisse wurde hierbei bestimmt.

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff. |t Significant? P < 0.05? Summary
Kontrolle vs HB-EGF -3.889 3.800 Yes *
Kontrolle vs EGF -2.756 2.693 No ns
Kontrolle vs HGF -2.778 2.714 No ns
Kontrolle vs IL-1p -4.567 4.462 Yes **
Kontrolle vs LIF -2.767 2.703 No ns
Kontrolle vs IL-1p + LIF -5.944 5.809 Yes
Kontrolle vs E2 -1.267 1.238 No ns
Kontrolle vs P4 -1.056 1.031 No ns
Kontrolle vs E2 + P4 -0.8222 0.8034 No ns

Abb. 24: Bonferroni-Test

Beispieltabelle: Durch diesen Test wurde die Signifikanz unserer Ergebnisse im Verglich mit einer Kontrolle (nicht
stimulierte Sphéroide) getestet.

4.3.3 Effekt von 8-Br-cAMP auf die AC-1M88 Sphéroide und ESZ

Um den bei der in vitro Dezidualisierung erhaltenen Phénotyp der ESZ aufrechtzuerhalten,
muUssten die Zellen kontinuierlich mit 8-Br-cAMP stimuliert werden. Aus diesem Grund wurde
untersucht wie die Sphéaroide auf die Anwesenheit von 8-Br-cAMP reagieren (Abb. 25). Drei
ahnliche Sphéaroide wurden auf vor-dezidualisierten ESZ ausplattiert und weiter mit 8-Br-
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cAMP behandelt. Die Ergebnisse wurden - wie bereits im vorangegangen Kapitel erklart -
ausgewertet.

Das cAMP-Analogon Ubte hier einen negativen Einfluss auf die Expansion der Sphéroide aus.
Nach zwei Tagen Behandlung war die Flache dieser Spharoide kleiner, als die der jenigen auf
vor-dezidualisierten ESZ, die nicht mit cAMP-Analogon weiterbehandelt worden waren (Abb.
25). Die behandelten Sphéroide breiteten sich nicht aus, im Gegensatz dazu nahmen die
Flache der Sphéaroide auf Plastik, auf nicht-vor-dezidualisierten und vor-dezidualisierten ESZ
ohne 8-Br-cAMP zu (Abb. 25).

Interessanterweise zeigte dieser Versuch auch, dass die Ausbreitung der Sphéroide auf ESZ
starker, als die der Sphéaroide auf Plastik war und, dass die Expansion noch weiter zunahm,

wenn die ESZ vor-dezidualisiert worden waren.
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Spharoide Sph. auf nicht- Sph. auf vor-
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Abb. 25: Effekt von 8-Br-cAMP auf die AC-1M88 Sphéroide

Bilder: Représentativer Versuch. 8-Kammer Permanox Objekirager (Mikroskopie
vor der Fixierung und Farbung mit Phasenkontrast- und danach mit LBD-2N-Filter,
4x- Objektiv).

Grafik: Statistische Darstellung desselben Versuchs, n= 3 Sphéaroide, Mittelwerte +
SD, * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001.
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Im Gegensatz zu den AC-1M88 Zellen tolerierten die ESZ die Behandlung mit 8-Br-cAMP gut.
Jedoch war eine weitergehende Stimulation mit cAMP-Analogon wéhrend der Kokultur nicht
mehr mdglich, da die Sphéaroide diese Behandlung nicht ausgehalten hatten. Aus diesem
Grund wurden die ESZ in allen weiteren Versuchen, sofort nach dem Prozess der
Dezidualisierung auf den Tragern ausplattiert und nicht weiter mit 8-Br-cAMP behandelt.
Trotzdem haben diese Zellen wahrend der Kokultur den dezidualisierten Phanotyp
beibehalten (Abb. 26).

Abb. 26: Dezidua-Phénotyp nach der Kokultur

Waéhrend der Kokultur Giber 2 Tage wurden die Zellen nicht weiter mit 8-Br-cAMP
stimuliert. Trotzdem haben die ESZ die morphologischen Merkmale der
Deziduazellen beibehalten. A) Nicht-vor-dezidualisierte ESZ. B) Vor-
dezidualisierte ESZ (nach Fixierung und Farbung, 8-Kammer Permanox
Objektrager).

(Mikroskopie mit LBD-2N-Filter, 10 x- Objektiv).

4.3.4 Einfluss der ESZ auf die AC-1M88 Spharoide

Vorherige Versuche zeigten, dass die ESZ einen Einfluss auf die Expansion der Sphéaroide
haben (Abb. 25). Diese Versuche wurden jedoch immer mit der gleichen ESZ-Population
durchgefihrt. Um den Effekt der ESZ auf die Trophoblastzellen zu bestatigen, wurden daher
diese Versuche mit verschiedenen ESZ-Populationen wiederholt.

In unserem Spharoide Expansion Assay wurde die Expansion der Sphéaroide auf vor- und
nicht-vor-dezidualisierten ESZ mit der Expansion der Spharoide auf Plastik verglichen.

Nach 2 Tagen Kokultur war die Ausbreitung der Spharoide auf ESZ deutlich gréBer, als die
der Sphéaroide, die auf Plastik kultiviert worden waren. Die statistische Auswertung bestétigte,
dass die Dezidualisierung einen signifikanten Einfluss auf die Expansion der Sphéaroide hat
(Abb. 27).
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Abb. 27: Sphéaroide Expansion Assay: Effekt der ESZ auf die AC-1M88 Sphéroide
Statistische Darstellung, n= 3 unabhéngige Versuche, Mittelwerte £+ SEM, *** P < 0,001.

4.3.5 Einfluss von verschiedenen Faktoren auf die AC-1M88 Spharoide

Wie bereits erklart wurden AC-1M88 Spharoide auf Plastik, nicht-vor-dezidualisierten und vor-
dezidualisierten ESZ ausplattiert.

Der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren (HB-EGF, EGF, HGF), Steroidhormonen (E,,
P4) und Cytokine (LIF und IL-1B) wurde in unserem Dezidua-Trophoblast-Interaktionsmodell
untersucht. Hierfir wurde das Medium unserer Kokultur mit den verschiedenen Faktoren
angereichert und fur 2 Tage kultiviert.

Der Einfluss der Faktoren auf die Spharoide, die auf Plastik ausplattiert worden waren war
nicht statistisch signifikant (Abb. 28).

Dagegen ubten bei den Sphéroiden, die auf nicht-vor-dezidualisierten Zellen ausplattiert
worden waren, die Faktoren den deutlichsten Einfluss auf die Expansion aus. Bei HB-EGF,
der Kombination von LIF + IL-1p und IL-1 B war diese Stimulation statistisch signifikant (Abb.
29).

Bei den vor-dezidualisierten Zellen war nur die Kombination zwischen LIF und IL-1B
signifikant (Abb. 30).

Die Abbildung 31 zeigt in getrennten Grafiken den Einfluss nur der Faktoren, die einen
positiven Effekt auf die Spharoide ausgelibt haben.

Die Grafik “Kontrolle” zeigt den Einfluss, den die ESZ (ohne Faktoren) auf die Spharoide
haben. Man sieht, dass bei der Abwesenheit der Faktoren die Ausbreitung der Spharoide auf
nicht-vor-dezidualisierten ESZ geringer war, als auf vor-dezidualisierten ESZ. Bei
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Anwesenheit der Faktoren war die Expansion der Spharoide auf nicht-vor-dezidualisieten
ESZ fast so stark, wie wenn die Spharoide auf vor-dezidualisierten ESZ plattiert worden
waren. Diese Daten bestatigen den positiven Einfluss dieser Faktoren auf die Expansion der
Sphéroide, wenn diese auf nicht-vor-dezidualisierten Zellen plattiert worden waren.

Ohne
Stimulation HB-EGF EGF IL-16
= B 0 ® . o
Plastik
1 mm
IL-16+LIF E? + P4
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Abb. 28: Sphéaroide Expansion Assay: Effekt von verschiedenen
Faktoren auf die Spharoide auf Plastik

Bilder: Reprasentativer Versuch. 8-Kammer Permanox Objektrager
(Mikroskopie nach der Fixierung und Farbung mit LBD-2N-Filter, 2x-
Objektiv)

Grafik: Statistische Darstellung, n= 3 unabhangige Versuche,
Mittelwerte + SEM im Veraleich zur Kontrolle (ohne Stimulation).
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Ohne
Stimulation ~ HB-EGF EGF HGF IL-18
Sph. auf nicht-vor-

dezid-ESZ

LIF

IL-16+LIF

Expansion der Sphiroide
relativ zu Tag 0

Abb. 29: Sphéaroide Expansion Assay: Effekt von verschiedenen
Faktoren auf die Spharoide auf nicht-vor-dezidualisierten-ESZ

Bilder: Reprasentativer Versuch. 8-Kammer Permanox Objektrager
(Mikroskopie nach der Fixierung und Farbung mit LBD-2N-Filter, 2x-
Objektiv).

Grafik: Statistische Darstellung, n= 3 unabhéngige Versuche,
Mittelwerte £ SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 im Vergleich
zur Kontrolle (ohne Stimulation).
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Abb. 30: Sphéroide Expansion Assay: Effekt von verschiedenen
Faktoren auf die Spharoide auf vor-dezidualisierten-ESZ

Bilder: Reprasentativer Versuch. 8-Kammer Permanox Objektrager
(Mikroskopie nach der Fixierung und Farbung mit LBD-2N-Filter, 2x-
Objektiv).

Grafik: Statistische Darstellung, n= 3 unabhéngige Versuche,
Mittelwerte £+ SEM, * P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (ohne
Stimulation).
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Expangion dar Sphirokde relativ zu Tag 0
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Abb. 31: Sphéroide Expansion Assay: Effekt der Faktoren HB-EGF, IL-18 und die Kombination IL-1§ +
LIF auf die AC-1M88 Sphéaroide

Statistische Darstellung: n= 3 unabhéngige Versuche, Mittelwerte + SEM, * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Untersuchung unserer Fragestellungen wurde ein Kokulturmodell von Trophoblast- und

ESZ entwickelt. Dazu wurden AC-1M88 Spharoide und primare ESZ konfrontiert. Der Einfluss

von verschiedenen Faktoren auf die Ausbreitung der Sphéaroide wurde in diesem Modell

getestet.

Nach zwei Tagen Kokultur wurde eine duale Immunzytochemie durchgefiihrt um die beiden

Zelltypen zu unterscheiden und die Ausbreitung der Sphéaroide zu quantifizieren.

Die Anwesenheit von ESZ stimulierte die Expansion der Sphéroide. Die Ausbreitung wurde

weiter gesteigert, wenn die ESZ vor-dezidualisiert worden waren.

45



Ergebnisse

Die Faktoren HB-EGF, IL-1B und die Kombination IL-1p + LIF Gbten einen stimulierenden
Effekt auf die Expansion der Sphéroide aus, wenn diese auf nicht-vor-dezidualisierten ESZ
ausplattiert worden waren. Die Kombination IL-1p + LIF hatte auch einen signifikanten Effekt
auf die Spharoide auf vor-dezidualisierten ESZ. Die Faktoren EGF, HGF und die Hormone E,

und P4 hatten keinen Einfluss.
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5 Diskussion

Die Trophoblast-Invasion durch die mutterliche Dezidua verwendet &hnliche Mechanismen
wie ein bdsartiger Tumor, wobei jedoch die Invasion des Trophoblasten strengster Kontrolle
unterliegt (Ferretti et al. 2007). Um eine erfolgreiche Plazentation zu ermdglichen missen die
EVT-Zellen hoch invasiv werden. Stérungen in der Differenzierung dieses invasiven
Phanotyps flhren zu schwerwiegenden Pathologien in der Schwangerschaft wie
Praeklampsie und intrauteriner Wachstumsretardierung (Chaddha et al. 2004; Gellersen et al.
2007a; Kaufmann et al. 2003).

Jedoch kann unkontrollierte Invasion potentiell auch schadlich sein, weswegen der Korper
intelligente Mechanismen zur Kontrolle dieser Invasion entwickelt hat. So erhalten die EVT-
Zellen diese einmalige Fahigkeit invasiv zu werden nur flr einen bestimmten Zeitabschnitt.
Auch der Trophoblast selbst kontrolliert seine eigene Invasivitdt durch verschiedene
Mechanismen. Er produziert ebenso wie die Deziduazellen TIMPs um die Aktivitat seiner
MMPs zu regulieren. Des Weiteren verlieren tief invadierende EVT die Féhigkeit koordinierter
Integrin- Expression um zu den EZM-Liganden des umgebenden Gewebes Kontakt zu halten.
SchlieBlich fusionieren diese Zellen und bilden multinukledre Riesentrophoblast-Zellen, die
nicht mehr invasiv sind (Bamberger et al. 2006; Makrigiannakis et al. 2006).

Die komplexen Mechanismen, die fir diese erstaunliche und koordinierte, sowohl zeitliche als
auch raumliche Kontrolle der Invasion verantwortlich sind, sind noch nicht genau verstanden.
Autokrine und parakrine Signale scheinen hierbei eine bedeutende Rolle zu spielen (Staun-
Ram und Shalev 2005). Die Kenntnis der Faktoren, die verantwortlich fir diese Regulation
sind, sind essentiell fur das Verstandnis und eventuelle Kontrolle der pathologischen Invasion
wahrend der Implantation wie auch bei einem malignen Tumor.

Die ESZ scheinen mit dieser Kontrolle eng verbunden zu sein. Diese Zellen produzieren den
Hauptteil der EZM, von der man glaubt, dass sie die Invasion des Trophoblasten limitiert.
Dadurch spielen diese Zellen auch eine Hauptrolle in der Regulation der Mikroumgebung der
Dezidua-Trophoblast-Interaktion (Fazleabas et al. 2004). Der Dezidualisierungsprozess der
Stromazellen spielt hierbei auch eine wichtige Rolle. Diese Zellen erfahren morphologische
wie auch funktionale Verédnderungen, die mit der Produktion von verschiedenen Faktoren wie
auch Komponenten der EZM zu tun haben (Gellersen et al. 2007b). Zu den Faktoren, die man
in dieser Mikroumgebung finden kann und die bei der Kontrolle der Invasion von Bedeutung
sind, z&hlen verschiedene Cytokine, Wachstumsfaktoren und die Steroidhormone Ostrogen
und Progesteron (Staun-Ram und Shalev 2005).

Dies macht aus der Dezidua-Trophoblast-Interaktion ein sehr interessantes Modell der
Invasion, wobei die groBte Schwierigkeit dieses Modells in der komplizierten
Reproduzierbarkeit der in vivo-Bedingungen besteht (Mardon et al. 2007).
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In dieser Arbeit wurde der Einfluss der EZM so wie des Dezidualisierungsprozesses der ESZ
und die Aktivitét verschiedener Faktoren in einem Kokultur-Modell untersucht.

Ein Spharoide-Wachstumsmodell wurde hierfir bearbeitet. Bei diesem Modell handelt es sich
um eine praktische und Ubersichtliche Technik, die gezeigt hat, dass Trophoblastzellen, die
als Sphéroide kultiviert werden, ihr in vivo-Verhalten préaziser widerspiegeln als Zellen, die als
Monolayer kultiviert werden (Korff et al. 2004).

Durch diesen Spharoide-Expansion-Assay wurden Trophblastzellen in Kontakt mit
dezidualisierten und nicht-dezidualisierten-ESZ kultiviert. Das Kulturmedium dieses Modells
wurde auBerdem mit verschiedenen Faktoren angereichert. Nach zwei Tagen wurde der
Einfluss der Dezidualisierung wie auch der Faktoren bestimmt und objektiviert. Die
Ergebnisse wurden statistisch getestet um die Signifikanz der Resultate zu berechnen.

In dieser Arbeit wurde zunachst versucht, die EZM, die in vivo durch die ESZ produziert wird
durch eine artifizielle Matrigelschicht zu ersetzen.

Die Anwesenheit von artifiziellem Matrigel inhibierte jedoch deutlich die Migration der ESZ
und der Trophoblastzellen. Die artifizielle Matrigelschicht wurde danach durch eine EZM
produzierende Schicht von ESZ ersetzt. Interessanterweise zeigten die Trophoblastzellen
unter diesen neuen Bedingungen ein vollkommen anderes Verhalten, bei dem die Zellen auf
die EZM wanderten, wodurch es zu einer Ausbreitung der Sphéaroide kam.

Daher schlieBen wir, dass die Anwesenheit einer externen Matrigelschicht (ohne ESZ) als
eine mechanische Barriere, die die Migration der Zellen begrenzt, gewirkt hat.

Bei der Wiederholung des Experiments auf einem ESZ-Monolayer, dessen Zellen EZM
produzieren, wurde die geeignete Mikroumgebung fir autokrine und parakrine Signalen
zwischen diesen zwei Zelltypen geschaffen.

Anhand dieser Ergebnisse kdénnen wir sagen, dass die EZM die Trophoblast-Invasion
moduliert. Diese Matrix wirkt nicht nur als eine Barriere gegen die hohe Invasivitat der EVT,
sondern auch gleichzeitig als optimale Grundlage der Mikroumgebung, durch welche sich
Dezidua und Trophoblast verbinden. Auf diese Art und Weise kann die EZM die Migration
der Trophoblastzellen auch stimulieren. Diese Ergebnisse zeigen die groBe Bedeutung, die
die EZM-Komponenten in der Dezidua-Trophoblast-Interaktion haben.

In unserem Kulturmodell wurde des Weiteren gezeigt, dass sich das invasive Verhalten der
Trophoblastzellen signifikant veréandert in Abh&ngigkeit von der Dezidualisierung der ESZ.
Alleine die Anwesenheit der ESZ und eine EZM stimulierte die Trophoblast-Migration und
dieser Stimulus verstarkte sich, wenn die ESZ vor-dezidualisiert worden waren.

Daher unterstitzen unsere Ergebnisse die Hypothese, dass als Folge der Dezidualisierung
der ESZ bestimmte Faktoren produziert werden, die durch die Interaktion mit der EZM die
Migration der Trophoblastzellen stimulieren.

Aus diesen Griinden, wurde in dieser Arbeit daher auch der Einfluss verschiedener Faktoren
untersucht, die mit diesen autokrinen und parakrinen Signalen in Zusammenhang stehen

kénnten. Die Faktoren wurden auf Spharoide auf Plastik, auf nicht-vor-dezidualisierten und
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auf vor-dezidualisierten Zellen getestet. Die untersuchten Faktoren waren die
Wachstumsfaktoren HB-EGF, EGF, und HGF; des Weiteren die Cytokine IL-1f, LIF und die
Kombination IL-1B plus LIF, auBerdem die Steroidhormone Ostrogen, Progesteron und die
Kombination von Ostrogen plus Progesteron.

Bei der Ausplattierung der Sphéaroide auf Plastik war der Einfluss der Faktoren auf die
Invasion der Sphéroide nicht statistisch signifikant. Uberraschenderweise wenn die Spharoide
auf nicht-vor-dezidualisierten ESZ ausplattiert worden waren, haben die Faktoren HB-EGF,
IL-1B und die Kombination LIF plus IL-1p die Invasion dieser Zellen stimuliert. Bei den
Spharoiden die in Kontakt mit vor-dezidualisierten Zellen ausplattiert worden waren, war nur
die Kombination aus LIF und IL-1B positiv.

Theoretisch ware auch méglich gewesen, dass die verstarkte Ausbreitung der Sphéaroide in
Gegenwart bestimmter Faktoren die Folge einer erhdhten Zellproliferation der AC-1M88
Zellen war. Dagegen sprach die Tatsache, dass diese Faktoren keinen Effekt auf die
Spharoide auf Plastik hatten, weswegen diese Option als unwahrscheinlich bewertet wurde.
Spéatere Versuche anderer Mitarbeiter unseres Labores bestatigten unsere Vermutungen
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse unterstiitzen unsere Hypothese Uber die Produktion von Faktoren durch die
Dezidualisierung der ESZ. Diese Faktoren kénnten u. a. HB-EGF, IL-1p oder LIF sein.

Unsere Vermutungen beruhen auf folgender Interpretation der Ergebnisse, namlich, dass die
Zugabe der oben genannten Faktoren zu den Sphéroiden auf vor-dezidualisierten ESZ keine
signifikante Stimulation zeigt. Nach unserer Schlussfolgerung ist dies am ehesten darauf
zurlickzufiihren, dass diese oder andere potente Faktoren im Rahmen des
Dezidualisierungsprozesses bereits produziert werden und die Zugabe &uBerer Faktoren auf
die Trophoblastzellen keinen zusétzlichen Effekt austbt.

Die Stimulation der Spharoide auf Plastik (Kontrolle) mit den genannten Faktoren verursachte
keine erhdhte Expansion, wogegen sich bei Ausplattierung der Sphéaroide auf nicht-vor-
dezidualisierten ESZ ein signifikanter Effekt ergab. Letzteres schreiben wir dem Fehlen einer
EZM bei den Spharoiden auf Plastik zu, die die Wirkung der Faktoren erst ermdglicht. Bei der
nicht-vor-dezidualisierten ESZ sind optimale Voraussetzungen fiir die Wirkung unserer
Faktoren gegeben, da in diesem Fall diese Zellen eine EZM produziert haben und noch nicht
dezidualisiert worden sind. Das heiBt, nach unseren Vermutungen haben diese noch keine
eigenen Faktoren gebildet, weswegen duBere Faktoren den signifikantesten Effekt ausuben.
Das bedeutet, dass nicht nur die Anwesenheit der genannten Faktoren die Expansion
bestimmt, sondern auch die simultane Anwesenheit der durch die ESZ produzierten EZM als
Grundlage fur eine erfolgreiche Stimulation. Wir vermuten hier, dass die genannten Faktoren
Verénderungen in der Integrinproduktion der Trophoblastzellen induzieren. Diese Anderungen
werden nur offensichtlich bei der Anwesenheit einer EZM, in der die Integrine ihre Aktivitat
entfalten.
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Unsere Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Lessey et al. Gberein, die gezeigt
haben, dass ESZ nach der Stimulation mit E, und P4 flr ein bis vier Tage (&hnliche
Behandlung wie die in vitro-Dezidualisierung) HB-EGF produzieren. So gebildetes HB-EGF
stimuliert wiederum die Produktion von Integrinen, Molekile, die eine sehr wichtige Rolle bei
der Invasion der Trophoblastzellen spielen (Lessey et al. 2002).

Spéter bestatigte eine andere Studie, dass die Zugabe von HB-EGF wahrend Trophoblast-
Zotte-Explantat-Kultur auf einer Matrigelschicht zu einer extravilldsen Differenzierung und zu
einer verstarkten Invasions-Aktivitat fihrt (Leach et al. 2004).

Weitere Studien haben gezeigt, dass die Stimulation von ESZ mit IL-1B die Expression von
verschiedenen Chemokinen stimuliert, deren Rezeptoren man in Trophoblast-Saulen zu
Beginn der Gestation findet (Red-Horse et al. 2004).

Andere Studien haben bestatigt, dass die in vitro-dezidualisierten ESZ nach der Inkubation
mit konditionietem Medium menschlicher Trophoblastzellen verschiedene Gene
hochregulieren, zu denen verschiedene Chemokine und Cytokine gehéren, und andere Gene
herunterregulieren, die mit einigen Wachstumsfaktoren, stromaler Mitose und mit dem
Dezidua-Phanotyp verbunden sind (Hess et al. 2007).

Als Schlussfolgerung bestatigen unsere Ergebnisse, dass die Dezidualisierung der ESZ ein
entscheidendes Ereignis in der Kontrolle der Invasion des Trophoblasten darstellt, da durch
diesen Differenzierungsprozess diese Stromazellen, und dadurch die EZM die Fahigkeit
verschiedene parakrine Signale zu produzieren erlangen, die wiederum die Invasion der
Trophoblastzellen modulieren.

Weitere Untersuchungen sind allerdings notwendig um die direkten Protagonisten und die

genauen Mechanismen dieser Kontrolle zu verstehen.
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6 Zusammenfassung

Wesentliche Prozesse fir die Entwicklung einer erfolgreichen Schwangerschaft sind die
Verankerung des Embryos in der uterinen Wand, auBerdem die Herstellung der vaskularen
Versorgung um eine optimale Entwicklung des Embryos zu ermdglichen und ihn gegen eine
potentielle AbstoBung durch das mitterliche Immunsystem zu schitzen. Um dieses Ziel
erreichen zu kdnnen, sind genau abgestimmte molekulare Kommunikationsysteme zwischen
mutterlichem Endometrium (Dezidua) und dem Trophoblast erforderlich.

Die Entwicklung des Zusammenspiels zwischen Plazenta und Uterus ist ein komplexes
System interessanter Eigenschaften und ein reiches experimentelles Modell nicht nur im
Bereich der Geburtshilfe. Zu Beginn der Schwangerschaft erlangen die Zellen des
Trophoblasten invasive Fahigkeiten, die flir eine adaquate Weiterentwicklung derselben von
enormer Bedeutung sind. Eine Verdnderung dieser Eigenschaften kann zur Konsequenz die
Entwicklung schwerwiegender Schwangerschaftspathologien haben, wie zum Beispiel die
Praeklampsie und die intrauterine Wachstumsrestriktion. Nichtsdestoweniger kann eine
Stdérung dieses Zusammenspiels auch die Unmdglichkeit einer Schwangerschaft bedingen.
Die Trophoblast-Invasion durch die mutterliche Dezidua verwendet &hnliche Mechanismen
wie ein bodsartiger Tumor, wobei jedoch die Invasivitait der Trophoblasten
physiologischerweise zahlreichen Kontrollmechanismen unterliegt um eine adaquate
Versorgung fir den Embryo zu schaffen und um die Gesundheit der Mutter nicht zu
gefahrden.

Zur Untersuchung dieser komplexen Mechanismen wurde in dieser Arbeit ein Sphéaroide
Expansion Assay verwendet, bei dem die Hauptkomponenten der Dezidua-Trophoblast-
Interaktion miteinander konfrontiert wurden. Hauptereignisse, wie die Dezidualisierung der
ESZ und die Anwesenheit von verschiedenen Faktoren im Medium, von denen vermutet wird,
dass sie eine Rolle bei dieser Interaktion spielen, wurden hierbei untersucht.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Dezidualisierungsprozess der ESZ die Ausbreitung der
Trophoblastzellen stimuliert. AuBerdem konnten wir zeigen, dass die Anwesenheit von HB-
EGF, LIF oder IL-18im Medium in Zusammenhang mit der Anwesenheit einer EZM die
Expansion von Trophoblastzellen positiv beeinflusst. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die
Hypothese, dass es als Folge der Dezidualisierung der ESZ zur Produktion von Faktoren
kommt, die einen positiven Effekt auf die Migration der Trophoblastzellen austben.
Weiterflhrende Untersuchungen sind allerdings notwendig um die direkten Protagonisten und

die genauen Mechanismen dieser Interaktion zu verstehen.
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7  Abkirzungsverzeichnis

8-Br-cAMP
Abb.
ABC
ATP

b. E.
COX
DAB

Eo
EDTA
EGF
ESZ
EVT
EZM
FCS dial.
FSH
HB-EGF
HGF
HGPRT
HSPGs
IDO
IGFBP-1
IL-1ra
IL-1B
LH

LIF

MC
MMP
MUC-1
NO

P4

PAI-1
PBS

PG

Pkt

RT

SD

8-Brom zyklisches Adenosinmonophosphat
Abbildung

Avidin Biotin Enzym-Komplex (A B Ezcyme Complex)
Adenosintriphosphat

beliebige Einheiten

Cyclooxygenase

Diaminobenzidin

Ostrogen

Athylendiamintetraessigsaure (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)
Epidermal growth factor

Endometriale Stromazellen

Extravilléser Trophoblast

Extrazellulare Matrix

Fetales dialysiertes Kalberserum
Follikelstimulierendes Hormon

Heparin binding epidermal growth factor
Hepatocyte growth factor
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Heparansulfat-Proteoglycane

Indolamin 2,3-Dioxygenase

Insulin like growth factor binding protein 1
Interleukin-1-Rezeptorantagonist

Interleukin-1p

Luteinisierendes Hormon

Leukemia inhibitory factor

Methylcellulose

Matrix-Metalloproteinase

Mucin-1

Stickoxid

Progesteron

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (Phosphate Buffered Saline)
Prostaglandin

Postkonzeptionstag

Raumtemperatur

Standard deviation
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SEK
SEM
SSwW
ST
TIMP
uNK
uPA
uPAR
T

Sekundarantikérper

Standard error of the mean
Schwangerschaftswochen

Synzytiotrophoblast

Tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
Uterine natural killer cells

Urokinase-Typ Plasminogenaktivator
Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Rezeptor
Zytotrophoblast
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