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Einleitung

1 Einleitung

11 Pathogenese des Abortgeschehens

Spontane Aborte betreffen etwa 25-50% der Frauen im reproduktionsfahigem Alter [1].
Sie sind definiert durch ein ,vorzeitiges Ende einer Schwangerschaft mit einem Fetus
ohne Lebenszeichen und einem Gewicht unter 500g“ [2]. Aborte stellen die haufigste
Schwangerschaftskomplikation dar [1]. Bis zur 13. Schwangerschaftswoche (SSW)
post menstruationem (p.m.) wird der Abort als Friihabort bezeichnet und von der 14.
p.m. bis zu der 22. SSW p.m. handelt es sich um einen Spatabort [3]. Ein totgeborener
Fetus mit einem Gewicht Giber 500g und ohne Lebenszeichen ab der 23. SSW wird als
Totgeburt bezeichnet [3]. Die Ursachen fir Aborte sind vielseitig. Bei Friihaborten
handelt es sich meistens um embryonale Ursachen, v.a. Chromosomenanomalien
(Trisomien, Monosomien, Polyploidien etc.), die mit steigendem Alter der Schwangeren
haufiger werden [1]. Matterliche Ursachen, die meist Spataborte hervorrufen, sind z.B.
Uterusmyome, kongenitale Fehlbildungen wie Uterus bicornis, Zervixinsuffizienz nach
Konisation und Verwachsungen im Cavum uteri nach Kirettagen. Plazentainsuffizienz,
Plazenta praevia, mangelnde Schwangerschaftshormonproduktion durch eine Corpus-
luteum-Insuffizienz, Gerinnungsstérungen wie das Antiphospholipid-Syndrom und
Blutgruppeninkompatibilitaten wie der Morbus haemolyticus fetalis kdnnen ebenfalls zu
Aborten fuhren [2]. Haufig sind die Ursachen von Aborten jedoch nicht bekannt [4].

Abhangig von der klinischen Situation werden Aborte folgendermal3en unterteilt:
= drohender Abort (Abortus imminens)
= beginnender Abort (Abortus incipiens)
= unvollstandiger Abort (Abortus incompletus)
= vollstandiger Abort (Abortus completus)
= verhaltener Abort (missed Abortion)
= febriler bis septischer Abort (Abortus febrilis)

Die World Health Organization (WHO) definiert den rezidivierenden Abort (Abortus
habitualis) als drei konsekutiv auftretende Aborte vor Ende der 20. SSW [5]. Die
Wiederholungswahrscheinlichkeit liegt hier bei etwa 40% bis 80% [1]. Beim
Schwangerschaftsabbruch, der sog. Interruptio bzw. Abruptio graviditatis, wird die
Schwangerschaft vorzeitig beendet [2]. Bis zur 14. SSW erfolgt die Interruptio mit
praoperativer Prostglandingabe und anschlieRender Kirettage [3]. Nach § 218/219 des
Strafgesetzbuches ist die Abruptio bis zur 12. Woche p.c. nach einer vorherigen
Beratung durch den Arzt und mindestens dreitagiger Bedenkzeit fur die Patientin nicht
strafbar [3].
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Aborte fuhren zu einem hohen Leidensdruck der Schwangeren und deren Familien. In
einer Studie von Gold et al. (2010) wurde der Einfluss der Schwangerschaftserfolge
(regelrechte Geburt/Abort/Totgeburt) auf die Beendigung der Ehe/Partnerschaft der
Schwangeren angezeigt [6]. Es stellte sich heraus, dass sich Ehen/Partnerschaften
nach einem Abort im Vergleich zu Ehen/Partnerschaften in der Gesamtbevdélkerung mit
regelrechten Geburten haufiger nach 1% bis 3 Jahren auflosen. Die seelische
Belastung der Patientinnen und ihrer Partner, die hohe Inzidenz von Aborten in der
Gesamtbevolkerung und die Vielzahl an ungeklarten Aborten verdeutlichen den
Forschungsbedarf auf diesem Gebiet.

1.2 Die Nukleare Rezeptoren Superfamilie

121 Evolution der nuklearen Rezeptoren

Steroidale und nicht-steroidale nukledre Rezeptoren gehdren beide zu der Superfamilie
der nukledren Rezeptoren. Im Gegensatz zu den steroidalen Rezeptoren, die Organe
und enzymatische Prozesse fur die Synthese ihrer hormonellen Liganden benétigen
[7], beziehen die nicht-steroidalen Rezeptoren, wie z.B. RXR und VDR, ihre Liganden
aus der Pflanzenwelt. Quallen und Meeres-Anemonen waren die ersten Metazoen, in
denen nukledre Rezeptoren exprimiert wurden [8]. Die Superfamilie der nuklearen
Rezeptoren stammt vermutlich von einem einzelnen Vorfahren ab, der durch DNA-
Bindung zur Transkription beitrdgt [9]. Aus diesem Vorfahren haben sich
wahrscheinlich die Subfamilie 1l, die den RXR beinhaltet, und die Subfamilie V
entwickelt [10]. Durch zwei darauffolgende Duplikationsprozesse entstanden die
anderen nukledren Rezeptoren, u.a. auch die Subfamilie Ill, zu denen die steroidalen
Rezeptoren gehoren [10]. Diese kommen nur in Vertebraten vor und sind
evolutionsphysiologisch die neueste Gruppe der Superfamilie [10]. Aufgrund der
komplexen Funktion von RXR und seiner Fahigkeit, mit anderen nukleédren Rezeptoren
Zu interagieren, vermuten Ahuja et al. (2003), dass sich die nukledren Rezeptoren als
Verfeinerung aus RXR entwickelt haben [10].

1.2.2 Einteilung und Funktion der nuklearen Rezeptoren

2004 haben die drei Wissenschatftler Pierre Chambon, Ronald M. Evans und Elwood V.
Jensen den ,Albert Lasker Award for Basic Medical Research®, der auch unter dem
Synonym ,Amerikas Nobelpreis® bekannt ist, fir ihre Entdeckung und Analyse der
Superfamilie der Nukledren Rezeptoren erhalten [11]. Die nukledren Rezeptoren
wurden in der Pressemitteilung der Albert Lasker Award Preisverleihung am 26.
September 2004 folgendermalien beschrieben: ,Sie beeinflussen jedes Entwicklungs-
und metabolische Ereignis in Menschen und Tieren. Die Konsequenzen, die aus dieser

2
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Forschung gezogen werden konnen, um Krankheiten zu verstehen und die
Entwicklung von Medikamenten voranzutreiben, sind tiefgrindig und vielversprechend
fur die Zukunft [11]. Chambon, Evans und Jensen haben durch ihre Entdeckung und
Analyse der nukledren Rezeptoren einen Grundstein fir die Erforschung
physiologischer und pathologischer Signaltransduktionswege gelegt.

Im Jahr 1991 identifizierte Evans einen Rezeptor, der sowohl in Fruchtfliegen wie in
Saugetieren aktiv war. Er entdeckte, dass dieser Rezeptor auf Retinsaure reagiert und
nannte ihn Retinoid-X-Rezeptor (RXR) [12]. Chambon fiihrte parallel Versuche mit den
nukledren Rezeptoren Retinoid-A-Rezeptor, Thyroidhormon-Rezeptor und Vitamin-D-
Rezeptor durch und erkannte, dass diese Rezeptoren am besten an die Ziel-DNA
binden, wenn sich Zellmaterial in den Reagenzglasern befindet. Chambon vermutete,
dass das Zellmaterial eine bestimmte Substanz beinhaltet, die zur Aktivierung der
Rezeptoren beitragt. Nach Aufbereitung des Zellmaterials entdeckte er als
wesentlichen Bestandteil den Retinoid-X-Rezeptor [13-15]. RXR kann Heterodimere
mit anderen nukledren Rezeptoren formen und dadurch deren Transkription aktivieren
[16, 17]. Zusétzlich kann RXR als Homodimer fungieren [18].

Der Entdeckung von RXR folgte die ldentifizierung weiterer nukledrer Rezeptoren
durch Chambon, Evans und Jensen. Die Wissenschaftler stellten fest, dass die
Signalwege von Retinoiden mit denen von Steroidhormonen, Schilddriisenhormonen,
Vitamin D, Fettsduren und Gallensduren interagieren und sich gegenseitig
beeinflussen. Da RXR ein obligater DNA-Bindungspartner fir andere nukleare
Rezeptoren ist, leistet RXR einen entscheidenden Beitrag bei metabolischen und
endokrinologischen Signalwegen [16].

Bisher sind 48 nukle&re Rezeptoren bekannt, deren Liganden aber noch nicht komplett
identifiziert sind [19]. Rezeptoren, deren Liganden noch unentdeckt sind, werden als
Waisen-Rezeptoren bzw. Orphan Receptors bezeichnet [20]. Nach der Phylogenese
werden die nuklearen Rezeptoren in sechs Untergruppen unterteilt [10] (Tabelle 1): Die
Subfamilie | beinhaltet die Rezeptoren, die mit RXR Heterodimere bilden kdnnen. Dazu
gehoren der Thyroidhormonrezeptor (TRa, ), der Retinsaure-A-Rezeptor (RARaq, 3,
Y), der Peroxisomen-Proliferator-aktivierte-Rezeptor (PPARa, /6, y) und der Vitamin-
D-Rezeptor (VDR). Zudem gehoéren der Farnesoid-X-Rezeptor (FXR), Leber-X-
Rezeptor (LXRa, B), Pregnane-X-Rezeptor (PXR), der Constitutive Androstane
Receptor (CAR) und der RAR-verwandte Waisen-Rezeptor (RORa, B, y) zur
Subfamilie | [21-23]. Die Mitglieder der Subfamilie 1ll, wozu die Steroidhormon
Rezeptoren wie der Ostrogen Rezeptor (ER), Androgen Rezeptor (AR), Progesteron
Rezeptor (PR), Mineralkortikoid Rezeptor (MR) und der Glukokortikoidrezeptor (GR)
gezahlt werden, bilden hauptsédchlich Homodimere [24]. Der Retinoid-X-Rezeptor
(RXR) und der Hepatozyten Nukledre Faktor 4 (HNF-4a, y) werden beim Menschen

der Subfamilie Il zugeteilt [24]. Zur Subfamilie IV gehéren der Neuronen-abgeleitete
3
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Orphan Rezeptor 1 (Nor-l), der Nuclear Receptor Related 1 (Nurrl) und der Nerve
Growth Factor IB (NGFI-B) [10]. Die Subfamilie V beinhaltet den FTZ Transcription
Factor 1 (FTZ-F1) aus der Drosophila und den Steroidogenic Factor-1 (SF-1), der in
Saugetieren vorkommt [10]. Der Germ Cell Nuclear Factor (GCNF) gehort zur
Subfamilie VI [10].

Superfamilie ‘ Nukleare Rezeptoren
S| * TRa, B = LXRa,p
= RARaq, B,y = PXR
= PPARaq, B/3,y = CAR
= VDR * RORaq, B,y
= FXR
Sl = RXRa, B/3, y
= HNF-4q,y
S * ER = MR
= AR = GR
= PR
S =  Nor-I
=  Nurrl
SV » FTZ-F1
= SF-1
S Vi = GCNF

Tabelle 1: Nukle&re Rezeptoren Superfamilien 1-VI

Nukleare Rezeptoren bestehen aus verschiedenen funktionellen Doménen, die die
Transkription regulieren. Der funktionelle Aufbau eines nuklearen Rezeptors ist in
Abbildung 1 dargestellt: Die hypervariable N-terminale A/B-Domane kann unabhangig
von Liganden agieren und beinhaltet die variable Amino terminale transkriptionale
Aktivierungsregion (AF-1) [10]. Die DNA-Bindungsregion (DNA binding domain, DBD),
die aus zwei Zink Fingern besteht und in der C-Region liegt, ist fur die Erkennung der
DNA Sequenzen verantwortlich [25, 26]. Die D-Doméane bzw. Hinge-Domane
interagiert mit Co-Repressoren [27]. Die Hinge-Démane verbindet die DNA-
Bindungsregion mit der Liganden-Bindungsregion und erméglicht die Drehbarkeit der
DNA-Bindungsregion [28]. Nachdem die Liganden durch die Zellmembran diffundiert
sind, binden sie an die Liganden-Bindungsdomane (Ligand binding domain, LBD), die

4
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in der ligandenabhangigen Aktivierungsregion AF-2 lokalisiert ist [10]. Dies bewirkt eine
Konformationsanderung der hydrophoben Tasche der LBD [29]. Durch die Anderung
der LBD Struktur resultiert das AbstoRen von Co-Repressoren und die Bindung von
Co-Aktivatoren an die AF-2 Doméne [30-32]. Die Co-Aktivatoren bauen das Chromatin
um, damit es fur die Transkription besser zuganglich wird [33]. Zusatzlich unterstiitzen
sie die Formation eines heterodimeren Komplexes mit RXR im Zellnukleus, welcher im
Anschluss mit seiner DBD an spezifische Response Elemente in der Promoter Region
(RXRE) von Zielgenen bindet und dadurch die Transkription einleitet [34] (siehe
Abbildung 3). In Abwesenheit von Liganden bleiben die Co-Repressoren gebunden
und tragen damit zur Unterdriickung der Transkription von Zielgenen bei [35].

N— [&F c D | _AF2 ] —C
A/B E/F
\
Y |
DNA-Bindungs- Liganden-Bindungs-
region domaéne

Abbildung 1: Funktioneller Aufbau eines nukledren Rezeptors Die nicht-steroidalen nukleédren
Rezeptoren der Subfamilie | und 1l sind im Zellkern lokalisiert, wo sie als Transkriptionsfaktoren agieren.
Die A/B Doméne ist hypervariabel und beinhaltet die AF-1 Region. In der C-Doméne liegt die DNA-
Bindungsregion (DBD), die die Ziel-DNA erkennt und dadurch die Genaktivierung initiiert. Die variable D-
Domane wird auch als Hinge-Doméane bezeichnet und interagiert mit Co-Repressoren. Die E/F Doméane
beinhaltet die Liganen-Bindingsdoméne (LBD), die Liganden bindet.

Heterodimere Partner von RXR, die der Subfamilie | zugeteilt werden, sind ebenso wie
RXR in verschiedenste physiologische Vorgange involviert und lbernehmen dabei

zentrale Aufgaben.

Der VDR beeinflusst u.a. Zelldifferenzierung, Zellwachstum, Insulinsekretion,
Knochenaufbau [36] sowie maternale und fetale Kalzium-Homgostase [37]. Wahrend
der Schwangerschaft wird der aktive Ligand von VDR, 1,25-Dehydroxyvitamin D3
(1,25[0OH],D3), vermehrt von Trophoblasten synthetisiert [37]. Dabei reguliert dieser
wesentlich die Dezidualisation, die Implantation, die Progesteron- und Ostradiol
Synthese, die Laktogen Expression, den Kalziumtransport in die Plazenta und die
plazentare Immunreaktion [38-41].

PPARs, von denen die drei Isoformen PPARa, PPARB/d und PPARYy existieren [7],
spielen eine wichtige Rolle im Glukose- und Lipid-Metabolismus und sie sind in
Prozesse wie die Angiogenese und Inflammation involviert [42]. In der
Schwangerschaft nehmen sie zusammen mit RXR Einfluss auf die Entwicklung der
Plazenta, die Trophoblastdifferenzierung und die Invasion [43]. PPARB/® und PPARYy
Knock-out Mause weisen plazentare Defekte auf, die zu einer vermehrten Letalitat des
Embryos fluhren [44-48].
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Zu den Liganden von PPAR gehodren Fettsduren, Eikosanoide, oxidierte Low-density
Lipoproteine (oxLDL) und oxidierte alkalische Phospholipide [49-51] (

Abbildung 2). Ein PPAR Mangel kann zur Entstehung von Diabetes mellitus Typ Il
beitragen [42]. Thiazolidindione, wie Ciglitazon, Pioglitazon und Rosiglitazon, sind
Liganden von PPARy und werden als Insulin-Sensitizer in der Therapie des Diabetes
mellitus Typ Il eingesetzt [42, 52].

oxididierte Low-density
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Abbildung 2: Transkriptionsaktivierung des heterodimeren Komplexes PPAR/RXR im Zellnukleus
[42] Ubersicht iber PPAR Liganden, die an die PPAR Rezeptoren binden kénnen, indem sie die Zell- und
Kernmembranen penetrieren. Die PPAR Liganden sind oxidierte Phospholipide wie z.B. LPA
(Lysophosphatid Sé&ure), Fettsduren wie z.B. DHA (Docosahexaenoic acid), oxidierte low-density
Lipoproteine und Eikosanoide wie Prostaglandine, Thromboxane, Prostazykline und Leukotriene. PPARs

sind in einem heterodimeren Komplex mit RXR Uber PPAR Response Elements (PPRE) an die DNA
gebunden.

1.3 Schliisselrezeptor fur metabolische Signalwege: der Retinoid-X-
Rezeptor
131 Vorkommen und Funktionen des Retinoid-X-Rezeptors

RXR kann in Form von RXR-RXR als Homodimer fungieren oder mit anderen
nuklearen Rezeptoren Heterodimere bilden und dadurch deren Transkription aktivieren

[16, 17, 53]. Bedingt durch diese Fahigkeit reprasentiert der Retinoid-X-Rezeptor den
6
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entscheidenden Rezeptor in einer Vielzahl von Signaltransduktionen und ist somit
multifunktionell als Schliisselrezeptor in physiologischen Prozessen involviert [54].

Von RXR existieren die drei Isoformen RXRa, RXRB/d und RXRy, deren Entstehung
durch alternatives SpleiRen zustande kommt [55]. W&hrend RXRB/® ubiquitér
exprimiert wird, ist RXRy vor allem in der Skelett- und Herzmuskulatur, dem
Hypophysenvorderlappen und Gehirn vorzufinden [56-58]. RXRa wird von Nieren-,
Leber- und Milzgewebe, der Epidermis und Plazenta exprimiert [10].

1992 identifizierte die Arbeitsgruppe Heymann und Evans 9-cis-Retinsaure (9-CcisRA)
als natirlichen Liganden von RXR [59]. Dieser ist 40-fach potenter in der Aktivierung
von RXR als die Isotypen all-trans-Retinsdure (ATRA) und 13-cis-Retinsdure (13-
cisRA) [55]. Weitere Liganden von RXR sind die ungesattigte Fettsdure
Docosahexanoic Acid (DHA) und das Vitamin A Derivat 3-apo14‘-Carotenal [60, 61].

Alle drei RXR Isoformen sind an der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, embryonalen
Musterung und der Organogenese beteiligt [62]. Zusammen mit der Thymin-DNA
Glykosylase tragt RXR zur DNA Reparatur bei [63]. Weiterhin ist RXR in der Lage, die
Nur77/TR3-abhéngige Apoptose zu férdern [35].

Im Rahmen ihrer in vivo Forschung 1994 demonstrierten Chambon und Kollegen, dass
Vitamin A durch Aktivierung der RXR- und RAR-Isoformen die embryologische
Entwicklung bei Mausen wesentlich beeinflusst [64]. Von den RXR-lIsoformen nimmt
RXRa die wichtigste Rolle wahrend der Entwicklung ein [65]. Die Relevanz von RXRa
wahrend der Embryogenese wird auch daran deutlich, dass RXRa Knock-out Mause
zwischen dem embryologischen Tag (E) E13.5 und E16.5 sterben [66, 67]. In vivo
Experimente zeigen, dass RXRa homozygote Knock-out Mause hauptséchlich
aufgrund von Hypoplasien und Defekten der Herzventrikel und einer Ausdiinnung der
Herzwand sterben [66, 67]. Zudem entwickeln Mause mit Fehlern im RXRa Gen
schwerwiegende Plazentationsstorungen [68]. Hierzu werden gezahlt: inkomplette
Verdichtung der Trophoblasten, Zerstérung der Basalmembran zwischen den
Trophoblasten und maternale Hamatome in der Junktionszone [68]. Eine funktionelle
Redundanz der beiden RXRa Allele wird vermutet, da M&use mit einem einzelnen
RXRa Allel Gberlebensfahig sind [65].

Ein Verlust von RXRB/d oder RXRy hat keine gravierenden Konsequenzen fur die
embryonale Entwicklung von Mausen, da RXRa die Fahigkeit besitzt, diesen Defekt
auszugleichen [10]. Von den Uberlebensfahigen Mausen fihrt ein RXRB/& Knock-out
Phanotyp zur mannlichen Infertilitat [62] und ein gleichzeitiger Defekt im RXRB/& und
RXRy-Gen kann Fehler der synaptischen Plastizitat und Lerndefekte in der Lokomotion
hervorrufen [69].

Wahrend der Embryo- und Morphogenese fungiert RAR als wichtigster heterodimerer

Partner von RXRa [70]. Es wird vermutet, dass RXR nur durch die heterodimere
-
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Bindung mit RAR an der Morphogenese beteiligt ist [70]. Andere heterodimere Partner
von RXR wie z.B. PPAR, THR, VDR, LXR, PXR und CAR spielen keine essentielle
Rolle in der Morphogenese, da Defekte in diesen keine morphologischen Anomalitaten
verursachen [70].

Zusammen mit PPARy beeinflusst RXRa indirekt die Trophoblastendifferenzierung,
indem die Rezeptoren die Sekretion von Gestationshormonen, wie z.B. hCG, Laktogen
und Leptin, regulieren [71]. Die Produktion von hCG und Laktogen in
Synzytiotrophoblasten wird durch die Retinsduren ATRA und 9-cisRA gefdrdert [34].
Eine Inhibierung von RXRa/PPARYy férdert die Zytotrophoblasteninvasion [43]. Zudem
regulieren RXRa und PPARy die Aufnahme von Fettsduren in Trophoblasten, die
essentiell fur die Produktion von Steroidhormonen in der Plazenta und die weitere
fetale Entwicklung ist [43, 72].

Holdsworth-Carson et al. (2010) untersuchten die RXRa Expression in gestdrten
Schwangerschaften [73]: Bei préaeklamptischen Patientinnen konnte eine erhdhte
plazentare Expression von RXRa auf mRNA- und Protein-Ebene nachgewiesen
werden [73]. Die RXRa Proteinexpression war in Plazenten von Patientinnen mit
Gestationsdiabetes vermindert [73].

1.4 Aktivatoren von RXR und RAR: die Retinoide

Die Vorstufe von Vitamin A, Provitamin A, wird auch als B-Caroten bezeichnet [74].
Vitamin A (Retinol) wird mit der Nahrung vom Korper aufgenommen und von
Zellularen-Retinol-bindenden Proteinen (CRBP I-1ll) in die Leber transportiert [75].
Durch das Enzym Retinol-Dehydrogenase entsteht aus Retinol via Oxidation das
Vitamin-A-Aldehyd, das sogenannte Retinal [75]. Dieses wird in einem weiteren Schritt
durch die Retinal-Dehydrogenase zu Retinsaure oxidiert [76, 77]. Retinsaure kann in
verschiedenen natirlich vorkommenden Stereoisoformen, wie z.B. all-trans-Retinsaure
(ATRA), 9-cis-Retinsaure (9-cisRA) und 13-cis-Retinsaure (13-cisRA), existieren [23,
78]. Die Umwandlung der Retinsdure-lsoformen und die heterodimeren RXR-RAR
Komplexe sind in Abbildung 3 dargestellt.

Trophoblasten besitzen die Fahigkeit, Retinol zu synthetisieren [79]. Ob 9-cisRA und
ATRA aus dem plazentaren Retinol de novo entstehen oder dem maternalen Blutfluss
entstammen, ist noch nicht geklart [79]. Die Retinol Konzentration im humanen
Blutkreislauf betragt ca. 1 uM ATRA [80].

Retinoide, die RXR und RAR aktivieren kdénnen, spielen eine wesentliche Rolle in der
embryologischen Entwicklung, beim Zellwachstum und der Zelldifferenzierung [64, 81].
Des Weiteren besitzen sie die Fahigkeit, Apoptose zu induzieren [62, 82]. Altucci et al.
(2002) fanden heraus, dass RXR-Antagonisten die durch Retinoide induzierte

Apoptosetriggerung in akuten Promyelozyten Leukéamie-Zellen verhindern kénnen [83].
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Das fetale Vitamin A Verlust-Syndrom (VAD-Syndrom) kann zu Defekten im
kardiovaskularen-, Respirations- und Skelettsystem fiihren und Defekte im
urogenitalen Trakt sowie Nierenhypoplasien verursachen [84-88]. Zuséatzlich kann das
VAD-Syndrom in Blindheit des Neugeborenen resultieren [89]. Die aus dem VAD-
Syndrom entstehenden pleiotropen kongenitalen Malformationen verdeutlichen die
weitreichenden Effekte von Vitamin A auf die embryonale Entwicklung.

Ein zu hoher Vitamin A Gehalt ist jedoch ebenfalls schadlich fur die Entwicklung des
Feten, da eine vermehrte Vitamin A Dosis teratogen wirkt [90]. Malformationen konnen
durch orale, aber auch intraperitoneale und subkutane Vitamin A Zufuhr entstehen [78].
Die orale Einnahme von 13-cisRA zur Therapie der Akne vulgaris oder der Psoriasis
wahrend der 2. — 5. Woche p.c. resultiert in schweren kongenitalen Malformationen, die
unter dem Begriff Retinsdure Embryopathie (RAE) zusammengefasst werden [91, 92].
Typisch fur die RAE sind kraniofasziale Malformationen. Da Retinsauren eine lange
Halbwertszeit haben und im Fettgewebe gespeichert werden, besitzen sie nach
Therapieende weiterhin teratogene Effekte [93, 94]. Somit dirfen Patientinnen auch
noch Monate nach Beendigung einer reguldren Vitamin-A-Derivat Einnahme nicht
schwanger werden [95]. Die teratogenen Nebenwirkungen werden durch die
Aktivierung des Heterodimers RXR/RAR hervorgerufen, wovon RARP einen grofReren
Einfluss nimmt als RXR [96]. Mark et al. (2006) betonen jedoch, dass die Retinoide, die
an RAR binden und damit teratogene Nebenwirkungen verursachen, nicht die gleichen
Retinoide sind, die wahrend der Entwicklung an den physiologischen Signalwegen
beteiligt sind [96].

Kochhar et al. (1996) demonstrierten, dass Mausfeten, die am 11. Gestationstag einer
Uberdosis an Retinoiden ausgesetzt sind, Malformationen der Extremitaten und
kraniofasziale Defekte wie die Mund-Kiefer-Gaumen Spalte entwickeln [97]. Wahrend
eine Konzentration von 10 mg/kg ATRA bei 23% der Mausfeten Malformationen
hervorriefen, hat eine 10-fache Erhéhung der Konzentration (100 mg/kg) 100% der
Feten betroffen [97]. Die Arbeitsgruppe identifizierte das synthetische 4-[(E)-2-(5,6,7,8-
Tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthalenyl)-1-propenyl] benzoic acid (TTNPB) als
das Retinoid mit den gravierendsten teratogenen Effekten in Mausfeten bei geringster
Konzentration (0,01 mg/kg).
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Abbildung 3: Darstellung der Umwandlung der Retinsdure-Stereocisomeren und der Bindung der
RXR/RXR und RXR/RAR Heterodimere an die Response Elemente RXRE und RARE [78] Abbildung
der chemischen Strukturen der Retinsédure-lsoformen. Diese entstehen initial aus Retinol, das vom
Zytoplasma zur Leber transportiert wird. Dort wird es durch die Retinol-Dehydrogenase und die Retinal-
Dehydrogenase zu Retinsdure umgewandelt. Nach Bindung der Retinsduren an RXR und RAR, binden
die heterodimeren Komplexe an die Response Elemente, wodurch die Gentranskription aktiviert wird.

141 Pharmakologischer Einsatz und Nebenwirkungen von Retinoiden

Gegenwartig finden Retinoide vor allem Anwendung in der Therapie Akuter
Promyelozytarer Leukamien [98, 99]. Retinoide werden des Weiteren bei
dermatologischen Erkrankungen wie z.B. der Akne vulgaris, der Psoriasis und der
Rosazea als Therapeutikum verwendet [92, 100, 101] und kdnnten in Zukunft ebenfalls
bei Morbus Alzheimer therapeutisch eingesetzt werden [102, 103].

Zusatzlich  zu  teratogenen  Nebenwirkungen, koénnen Retinsduren eine
Hypertriglyzeridamie [104] und ophthalmologische Nebenwirkungen wie beispielsweise
eine Cheilitis [105] verursachen.

15 Aktivatoren von PPAR: die Prostaglandine

Eine wichtige Gruppe der PPAR Agonisten stellen die Prostaglandine dar. Sie werden
der Familie der Eikosanoide zugeteilt [106]. Durch Cyclooxygenasen-Enzyme (COX1-
und COX-2) entsteht aus der Arachidonsaure das Prostaglandin H,, welches sich Uber
Prostaglandin-Synthasen zu weiteren Prostaglandin-Derivaten entwickeln kann [107].
Aus PGD, entsteht 15-Deoxy-A'***-prostaglandin J, (15d-J,) [108, 109], welches an
PPARYy [110, 111] und PPARa bindet [112].

10
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15d-J, besitzt die Mdoglichkeit zur Induktion der Adipogenese [111]. Zusammen mit
seinem Rezeptor PPARY spielen sie eine Rolle in der Entwicklung von Adipozyten und
der Glukose-Homd@ostase [111].

Wahrend der Schwangerschaft verhindert 15d-J, die Differenzierung und Invasion von
Trophoblasten [71] und fordert deren Apoptose [113]. In der Chorionkarzinomzelllinie
JEG-3 [114], in Makrophagen [115-117] und in Endothelzellen [118], besitzt 15d-J,
ebenfalls die Fahigkeit zur Apoptoseinduktion. Zudem kann 15d-J, einen anti-
inflammatorischen Effekt wahrend der Schwangerschaft bewirken, indem es die
Ausschuttung von Interleukinen und TNFa hemmt [119].

Ein Gestationsdiabetes entsteht vermutlich aufgrund einer Dysregulation von PPAR
[42]. Zudem ist bei Patientinnen mit Diabetes mellitus der Anteil von Stickstoffoxid in
der Plazenta erhéht [120]. Die Zufuhr von exogenem 15d-J, kann die Produktion von
Stickstoffoxid in Plazenten reduzieren [120]. Somit vermutet man, dass 15d-J, die
Entwicklung eines Gestationsdiabetes beeinflussen kann, indem es zur Verbesserung
der plazentaren und fetalen Entwicklung beitragt [42]. Ein erhohter Anteil an 15d-J, im
Serum von Schwangeren, die an Diabetes mellitus leiden, kdnnten zur
Wiederherstellung der Glukose-Homdostase agieren [42].

Thiazolidindione, wie bespielsweise Ciglitazon, Pioglitazon und Rosiglitazon, sind
PPARy Agonisten und finden Anwendung bei Patienten/innen mit Diabetes mellitus
Typ 2 [42, 52]. Zudem werden PPARYy Agonisten wie Thiazolidindione bei Patientinnen
mit Polyzystischem Ovar Syndrom (PCOS) eingesetzt [121].

1.6 Der Leptin Rezeptor und sein Ligand Leptin
16.1 Interaktion zwischen Leptin und den nukledren Rezeptoren RXRa und
PPARy

Leptin ist ein Zielgen des nuklearen Rezeptors PPARY und somit auch ein Zielgen von
RXRa, dem heterodimeren Partner von PPARYy [79, 122]. Eine liganden-abhangige
Aktivierung von PPARYy verursacht eine Inhibierung der Leptin Expression in vitro in
Sternzellen der Leber und in isolierten Fettzellen [123, 124]. RXRa und PPARYy sind
vermutlich auch an der Regulation von Leptin in der Plazenta beteiligt [125]. So kdnnen
RXR Agonisten beispielsweise die Leptin Expression regulieren und dadurch den
Schwangerschaftsverlauf  positiv  beeinflussen [34, 71]. Die spezifischen
regulatorischen Signalwege, die eine Interaktion zwischen PPAR und Leptin
ermdglichen, sind bisher nicht geklart [126].

11
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1.6.2 Isoformen und Signaltransduktion des Leptin Rezeptors

Leptin ist ein Ligand des Leptin Rezeptors (ObR, Synonym: LEPR). Dieser gehort zur
gp130 Familie der Zytokin Rezeptoren [127]. Uber seine zytosolische Doméne ist ObR
mit Tyrosinkinasen assoziiert, da er keine eigene Tyrosinkinaseaktivitat besitzt [77].
Durch alternatives Spleil3en entstehen die sechs Ob-R Isoformen: ObRa, ObRb, ObRc,
ObRd, ObRe und ObRf [128]. Diese kénnen in drei Untergruppen unterteilt werden:
ObRb wird zu den langen Isoformen gezahlt, als kurze Isoformen werden die
Isoformen ObRa, ObRc, ObRd und ObRf bezeichnet und die dritte Gruppe beinhaltet
die I6sliche ObRe Isoform [129].

1999 beschrieben Bodner et al. die mRNA der langen ObR Isoform im Zytoplasma und
ObR Protein in der apikalen Membran von Synzytiotrophoblasten [130].
Zytotrophoblasten und Synzytiotrophoblasten der humanen Plazenta exprimieren die
kurzen und langen Isoformen von ObR [131]. Im Endometrium und im menschlichen
Ovar wurde ODbR zusatzlich nachgewiesen [132, 133]. Der Leptin Rezeptor spielt
vermutlich eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft [134].

Die im Hypothalamus vermehrt vorkommende ObR Isoform reguliert den
Fettstoffwechsel [128]. In Abwesenheit dieses Rezeptors entwickeln Mause eine
Adipositas [128]. Des Weiteren kann eine Mutation im ObR einen Gestationsdiabetes
in schwangeren Mausen hervorrufen [135].

Die Signaltransduktion des Leptin Rezeptors beginnt initial mit der Ligandenbindung
von Leptin an den Rezeptor [136, 137] (Abbildung 4). Diese fihrt zur Dimerisierung
zweier Leptin Rezeptoren [77]. Die Aggregation zweier Leptin Rezeptoren wird durch
die Strukturumwandlung des Rezeptors, die durch die Ligandenbindung induziert wird,
gefordert [138]. Da die Zytokin Rezeptoren keine eigene Enzymaktivitat besitzen,
bendtigen sie zur Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade die Januskinasen (JAK)
[77]. Nachdem die JAK an den ObR andockt, phosphoryliert die JAK Tyrosinreste von
ODbR und kreiert dadurch Bindungsstellen fiir die Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) Proteine [77, 139]. Nach Bindung der STAT Proteine werden
diese an einem Tyrosinrest durch JAK phosphoryliert [77]. Die STAT Dimere der
aggregierten ObR wandern in den Zellkern ein und induzieren daraufhin die
Transkription der Zielgene [140].
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Abbildung 4: Aktivierung des Leptin Rezeptors [141] Der ObR wird Uber die Signaltransduktion durch
rezeptorassoziierte Tyrosinkinasen (JAK-STAT-Signaltranduktionsweg) aktiviert. Die JAK bindet an den
ObR und phosphoryliert daraufhin das STAT Protein. Das phosphorylierte STAT Protein wird in den
Nukleus zur DNA transloziert.

1.6.3 Funktionen von Leptin

Aus dem Obese (db) Gen entsteht Leptin [128], welches zur Familie der long-chain
helical Zytokinen gezahlt wird [142]. Im Hypothalamus stimuliert Leptin die
metabolische Rate und unterdriickt den Appetit [143]. Leptin wird ebenfalls von
weiflem Fettgewebe, Magenepithel und Gehirnzellen exprimiert [144-147]. Es besitzt
regulatorische Funktionen in der Angiogenese [148, 149], Homdoostase [150],
Hamatopoese [151], Thermogenese [152] und Chondrogenese [153] und beeinflusst
zusatzlich neuroendokrine und immunologische Prozesse [151, 154, 155]. Letzteres
beeinflusst Leptin, indem es z.B. als proinflammatorisches Zytokin in Monozyten und
Lymphozyten agiert und dadurch die Produktion von Th1-Typ Zytokinen fordert [156,
157].

Des Weiteren nimmt Leptin Einfluss auf reproduktive Prozesse [155, 158]. Wahrend
der Schwangerschatft steigt die maternale Leptin Konzentration an und sinkt nach der
Geburt wieder ab [146, 159]. Leptin beeinflusst den Schwangerschaftsverlauf, indem
es die Funktion und Reifung der Ovarien und die Entwicklung des Embryos reguliert
[160-163]. Zudem fordert Leptin die Proliferation von Trophoblasten, das fetale
Wachstum und die Laktation [164, 165]. Durch Forderung der Matrix
Metalloproteinasen (MMP) Expression in Zytotrophoblasten spielt Leptin eine wichtige
Rolle bei der Implantation [166].

In Osteoblasten, Monozyten, eosinophilen Granulozyten und weiteren Zellen wirkt
Leptin anti-apoptotisch [167-169]. In Trophoblasten bt Leptin ebenfalls eine anti-
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apoptotische Wirkung aus [131]. Die Apoptose verhindernde Eigenschaft von Leptin
wird hauptséachlich tber den MAPK-Signalweg sichergestellt [170].

Die Leptin Konzentration ist bei Schwangerschaftspathologien, wie der Praeklampsie
[171], dem Gestationsdiabetes [172] wund bei den gestationsbedingten
Trophblasttumorerkrankungen erhoht [146, 173]. Perez-Perez et al. (2008)
begriindeten die Zunahme der Leptin Expression in pathologisch verénderten
Schwangerschaftszustanden damit, dass eine Erhohung der Leptin Konzentration
vermutlich als Schutz vor einer stressinduzierten Apoptose in Trophoblasten dient
[170].

1.7 Expression des Retinoid-X-Rezeptors «a, des Leptin Rezeptors und
Leptins in Abortplazenten

Die Rezeptoren RXRa und ObR beeinflussen wesentlich den Schwangerschafts-
verlauf. Die Arbeitsgruppe von Toth und Jeschke et al. hat im Rahmen vorheriger
Studien die Expression von RXRa (2008) sowie ObR (2009) und seinem Liganden
Leptin (2008) in Ersttrimesterplazenten von Aborten detektiert [125, 174]. Es stellte
sich heraus, dass sowohl RXRa wie auch ObR in villosen Trophoblasten (VT) bzw.
Synzytiotrophoblasten und extravilldsen Trophoblasten (EVT) von Aborten (7.-12.
SSW) im Vergleich zu VT und EVT der gesunden Kontrollen (7.-12. SSW), vermehrt
exprimiert werden (Tabelle 2). Zusatzlich konnte eine erhdhte ObR Expression in
glandular epithelialen Zellen der Dezidua von Aborten im Vergleich zu regelrecht
verlaufenden Schwangerschaften nachgewiesen werden. Die vermehrte ODbR
Expression in EVT in Aborten konnte auf mRNA Ebene mit Hilfe der quantitativen Real-
time PCR (TagMan®-PCR) verifiziert werden. Hierbei stellte sich heraus, dass die
MRNA Expression des intakten ObR im Abort, der die Exon Boundaries 19-20 besitzt,
im Vergleich zur ObR mRNA Expression der normalen Schwangerschaften (p<0.05)
um das 4,8-fache signifikant erhéht war. Weiterhin war die kurze ObR Isoform mit den
Exon Boundaries 6-7 im Abort im Gegensatz zur Kontrolle um das 2,2-fache erhoht.
Die anderen Splei3varianten von ObR waren in ihrer Expression im Abort im Vergleich
zur regelrechten Schwangerschaft nicht signifikant veréandert.

Die Leptin Expression war in VT von Aborten im Vergleich zu VT von Kontrollen
signifikant reduziert, in EVT von Abortplazenten hingegen war keine wesentliche
Veranderung der Leptin Expression erkennbar (Tabelle 2) [125]. Auf die Funktionen,
Eigenschaften und Relevanz von RXRa und ObR im Abort, wird in der vorliegenden
Arbeit ndher eingegangen.
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Expression im Abort ‘ VT ‘ EVT
RXRa i) i)
ObR i) i)
Leptin il &

Tabelle 2: RXRa-, ObR- und Leptin Expression in VT und EVT von Aborten im Vergleich zur
Expression in VT und EVT von gesunden Schwangerschaften (4= Hochregulation/Up-Regulation, <
= keine Veranderung in der Expression, {: Runterregulation/Down-Regulation) [125, 174]

1.8 Molenschwangerschaft

Die Blasenmole ist ein benigner trophoblastarer Schwangerschaftstumor, der von den
Chorionzotten der Plazenta ausgeht [2]. Sie entsteht durch eine defekte
Embryonalanlage, bei der die Embryoblasten zugrunde gehen und die Trophoblasten
weiterhin persistieren [2, 125]. Nach einer hydrophisch-6dematdsen Degeneration der
Chorionzotten der Plazenta sowie Proliferation der Zyto- und Synzytiotrophoblasten
[125] kommt es zum Absterben der Embryonalanlage [2]. Zu unterscheiden von der
hydatiformen Mole ist die destruierende invasive Blasenmole, bei der eine Invasion der
Trophoblasten in das Uterusmyometrium stattfindet [2]. Die Blasenmole kann sich
klinisch durch einen vergrof3erten Uterus, uterine Blutung, Gestosezeichen und eine
Hyperemesis gravidarum auf3ern [2].

1.9 Expression des Retinoid-X-Rezeptors o, des Leptin Rezeptors und
Leptins in der Blasenmole

Im Rahmen vorheriger Studien hat die Arbeitsgruppe Toth und Jeschke et al. (2008)
die Expression von RXRa in VT und EVT von Blasenmolen (7.-12. SSW) und normalen
Schwangerschaften (7.-12. SSW) untersucht [125]. Die RXRa Expression in VT der
Blasenmole war gegentber der Kontrolle signifikant (p<0.05) erhéht, wie Li et al.
(2004) ebenfalls festgestellen konnten [175]. In EVT der Blasenmole konnte eine
verminderte Expression von RXRa im Vergleich zur regelrecht verlaufenden
Schwangerschaft detektiert werden (Tabelle 3). Zudem wurde die Leptin Expression in
VT und EVT von gesunden Plazenten mit der Leptin Expression in VT und EVT von
Blasenmolen verglichen. In VT der Blasemolen war eine eindeutig signifikante
Zunahme der Leptin Expression zu erkennen (Tabelle 3). Die EVT wiesen hinsichtlich
der Leptin Expression keinen Unterschied auf. Die Expression des Leptin Rezeptors
(ObR) in VT, EVT und in glanduléar epithelialen Zellen der Dezidua der Blasenmole
gegeniuber der normalen Schwangerschaft wurde ebenfalls von der Arbeitsgruppe Toth
und Jeschke et al. (2009) untersucht [125, 174]. Es konnte demonstriert werden, dass
in VT, EVT und Deziduazellen der Blasenmole eine signifikante Zunahme der ObR
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Expression im Vergleich zu dessen Expression in VT und EVT der Kontrolle erfolgt
(Tabelle 3).

Expression in

der Blasenmole

RXRa il 4
ObR il il
Leptin i) &

Tabelle 3: RXRa-, ObR- und Leptin Expression in VT und EVT in der Blasenmole im Vergleich zur
Expression in VT und EVT von gesunden Schwangerschaften (= Hochregulation/Up-Regulation, <
= keine Veranderung in der Expression, {: Runterregulation/Down-Regulation) [125, 174]

1.10 Trophoblastzellen

1.10.1 Genese der Trophoblastzellen

Die regelhafte Plazentaentwicklung ist Voraussetzung fur eine regelrecht verlaufende
Schwangerschaft und essentiell fiir die fetale Entwicklung. Uber die Plazenta werden
Nahrstoffe und Stoffwechselprodukte transportiert und sie stellt den Austausch von O,
und CO, zwischen mitterlichem und fetalem Blut sicher [176]. Die Plazenta produziert
humanes Choriogonadotropin (hCG), humanes Plazentalaktogen (HPL), Ostrogen und
Progesteron und fungiert des Weiteren als immunologische Barriere fir den Embryo

2].

Am 3. — 4. Tag nach der Befruchtung (post conceptionem = p.c.) entwickelt sich die in
der Tuba uterina befindende Morula (4- bis 8-Zellenstadium) zur Blastozyste [2]. Aus
dieser bildet sich die Blastozystenhdhle, die aus einer inneren Zellmasse, dem sog.
Embryoblasten, und einer &ufReren Trophoblastschicht aufgebaut ist [2]. Aus dem
Embryoblast entsteht spater der Embryo und aus der auf3eren Trophoblastschicht
entwickeln sich die Plazenta und die Eihaute [3]. Es folgt das sog. Hatching
(,Schlipfen®), bei dem sich die Blastozyste aus der Zona pellucida I6st [2]. Am 5. bis 6.
Tag p.c. erreicht die Blastozyste den Uterus und die Implantation beginnt (Abbildung 5)
[2]. Der Trophoblast adhariert und invadiert in das Endometrium, differenziert sich zu
einkernigen Zytotrophoblasten, die die innere Zellschicht bilden und die Blastozyste
umgeben und zu den aul3en liegenden mehrkernigen Synzytiotrophoblasten, die aus
der Fusion von villdsen Zytotrophoblasten entstehen [2]. Durch Gewebeeinschmelzung
im Synzytiotrophblasten entwickeln sich Lakunen [3]. Am 10. bis 12. Tag p.c. werden
die Lakunen durch Arrosion von Blugefaf3en mit der maternalen Zirkulation verbunden

[3].
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Abbildung 5: Stadien der Implantation [177] a Tag 5 — 6 p.c.: Adhasion des Trophoblasten an das
Uterusendometrium. b Tag 7 p.c.: Enzymatische Auflésung der Dezidua. ¢ Tag 10 p.c.: Beginn der
Plazentation; Proliferation des Synzytiotrophoblasten und Eréffnung der maternalen GeféaRe.

Wahrend der Plazentation entstehen durch die Proliferation von Zytotrophoblasten und
deren Einwachsen in Trabekeln die Primarzotten [3]. Die Verschmelzung mit der
Endometriumbasis (Decidua basalis) und das Einwachsen von Mesenchym bedingt die
Differenzierung der Primérzotten zu Sekundarzotten [2]. Das Eindringen der
embryonalen Blutgefalle in die Sekundarzotten fihrt wiederum zur Reifung der
Sekundarzotten zu Tertiarzotten [2]. Die Verbindung dieser Gefalle mit den
NabelschnurgefaRen fihrt zur Entwicklung des uteroplazentaren Kreislaufs, der den
Austausch zwischen maternalem und fetalem Blut sicherstellt [2, 3].

Der Trophoblast besteht aus dem extravilldsen Trophoblasten (EVT) und dem villésen
Trophoblasten (VT) [166]. Letzterer wiederum besteht aus dem Synzytiotrophoblasten
und dem Zytotrophoblasten [166]. Der EVT entwickelt sich aus den trophoblastaren
Zellsaulen [178] und differenziert sich weiter zum interstitiellen und endovaskularen
Zytotrophoblasten [176]. Der endovaskuldre EVT Dbeteiligt sich an der
Primarzottenbildung [176], indem er intravaskular in die Arterienwdnde einwandert und
diese umbaut, um ein gréReres Blutvolumen den Fetus sicher zustellen [179]. Der
interstitielle EVT dringt durch die Dezidua und ist an der Verankerung der Plazenta
beteiligt [3].

1.10.2  Trophoblastzellen-Modell: BeWo und JEG-3

Fur die vorliegende Studie wurden die Zelllinien BeWo und JEG-3 verwendet, die beide
RXRa [180] und ObR exprimieren [131]. Sie reprasentieren ein geeignetes Modell fur
Trophoblastzellen, da sie ahnliche morphologische, biochemische und endokrine
Charakteristika wie Trophoblastzellen besitzen [181]. Die Trophoblasttumorzellen
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Synzytiumbildung: Wohingegen BeWo Zellen
Fusionseigenschaften aufweisen, ist fur JEG-3 Zellen ein invasives Wachstum
charakteristisch  [182-184]. BeWo Zellen besitzen Zytotrophoblasten- und
Synzytiotrophoblasten-ahnliche Phanotypen und entsprechen daher morphologisch
eher VT [185].
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Beide Zelllinien, BeWo und JEG-3, werden aus Chorionkarzinomen isoliert. Hierbei
handelt es sich um eine maligne Entartung von Zyto- und Synzytiotrophoblastanteilen
[2], die zu den malignen Gestational Trophoblastic Neoplasias (GTN) gez&ahlt werden
[186]. Chorionkarzinome werden durch malignes Wachstum,
Uterusmyometriuminvasion und Metastasierung charakterisiert und kénnen z.B. nach
normal verlaufenden Schwangerschaften, Blasenmolen und Aborten auftreten [2, 186].

1.10.3  Bedeutung der Apoptose in der Schwangerschaft

Bei Spontanaborten ist die Invasionstiefe des EVT in das Myometrium geringer als bei
regelrecht verlaufenden Schwangerschaften [187, 188]. Einer verminderten Invasion
des EVT in den ersten Schwangerschaftswochen folgt ein unvollstandiger Umbau der
Spiralarterien [189], der als Konsequenz zu plazentarem oxidativem Stress flihren
kann [190, 191]. Trophoblasten reagieren auf eine maternale immunologische
Dysregulation und oxidativen Stress mit der Aktivierung des intrauterinen pro-
apoptotischen Fas/Fas Ligand (FasL) Systems [191]. Der Fas Ligand (FasL) gehért zur
Familie der Tumornekrosefaktoren und durch Bindung an seinen Rezeptor Fas
induziert er Apoptose [192, 193]. Minas et al. (2007) konnten zeigen, dass in Aborten
deziduale Leukozyten, die positiv fir FasL sind, und EVT, die eine vermehrte Anzahl
an Fas exprimieren, vorzufinden sind [191]. Zudem konnten sie einen Zusammenhang
zwischen spontanen Aborten und einer vermehrten Anzahl an apoptotischen
interstitiellen EVT aufweisen. Die Peptide Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) und
Urocortin (Ucn), die die Stressinduktion regulieren, sind im spontanen Abort signifikant
erhoht [194]. Minas et al. (2007) wiesen daraufhin, dass CRH und Ucn die FasL
Expression in dezidualen Leukozyten von Abortplazenten induzieren und somit die
Fahigkeit der dezidualen Leukozyten, die Fas-vermittelte Apoptose in EVT einzuleiten,
verstarkt wird [191]. Die Vermutung, dass das intrauterine Fas/FasL System von
Trophoblasten verwendet wird, um einen maternalen Immunangriff zu verhindern, kann

in Erwagung gezogen werden [191].

18



Einleitung

1.11 Zentrale Problemstellung und Zielsetzung

Der Retinoid-X-Rezeptor a (RXRa) gehort zu der Superfamilie der nukle&ren
Rezeptoren [195] und spielt eine zentrale Rolle in der Zelldifferenzierung,
Organogenese und neonatalen Entwicklung [62]. Der Leptin Rezeptor (ObR, LEPR),
eine Rezeptor Tyrosinkinase [127], und sein Ligand Leptin, nehmen Einfluss auf den
Schwangerschaftsverlauf [158]. In vorherigen Studien hat die Arbeitsgruppe von Toth
und Jeschke et al. (2008 und 2009) die Expression von RXRa [125] und ObR [174] in
der normalen und der gestorten humanen Frihschwangerschaft untersucht, um ein
besseres Verstandnis tUber den moglichen Einfluss der beiden Rezeptoren auf die
plazentare und fetale Entwicklung zu erhalten. Die Expression von RXRa und ObR in
villdsen (VT) und extravillosen Trophoblasten (EVT) von Abortplazenten war dabei
jeweils erhoht. Die Rezeptoren RXRa und ObR scheinen somit eine wichtige Rolle
beim Abortgeschehen zu spielen. Zudem konnte mittels
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen demonstriert werden, dass Abortplazenten eine
vermehrte Anzahl an apoptotischen EVT aufweisen [191]. Die gewonnenen
Erkenntnisse der Studien von Toth und Jeschke et al. (2008 und 2009) und die
Erkenntnisse Uber die Bedeutung der Apoptose in der Schwangerschaft durch Minas
und Jeschke et al. (2007) sind Grundlage fir die vorliegende Arbeit [125, 174, 191].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die (patho-) physiologische Rolle von RXRa und
ObR in der gestorten Frihschwangerschaft weiter zu analysieren. Diese Zielsetzung
beinhaltete zum einen die Untersuchung des Einflusses von Liganden auf die
Expression der Rezeptoren in Trophoblasten und Trophoblasttumorzellen. Des
Weiteren war die Analyse der Bedeutung einer daraus folgenden vermehrten oder
verminderten Expression dieser Rezeptoren fir die Frihschwangerschaft ein
Teilaspekt dieser Zielsetzung. Ein zusatzlicher Fokus lag auf dem Nachweis, ob
Unterschiede hinsichtlich der Expression von RXRa und ObR auf mRNA- im Vergleich

zur Proteinebene existieren.

Da aus vorherigen Studien eine Assoziation von apoptotischen EVT und Aborten
erkennbar war, sollte ebenfalls die Bedeutung der Rezeptoren RXRa und ObR in
apoptotischen Prozessen identifiziert und die Rolle der Rezeptoren in der
Apoptoseinduktion geprift werden.

Ergdnzend dazu galt die Fragestellung, ob RXRa und ObR in Zukunft als
pharmakologische Zielrezeptoren in der Pravention von rezidivierenden Aborten
Verwendung finden kénnen.
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2 Material

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Adhesive Film (Abdeckfolie) MicroAmp®
fur RT-PCR

‘Bezugsque”e

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Adhesive Film Applikator MicroAmp®

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Amberfarbene 1,5 ml Reaktionsgefalle
zur Lagerung der UV-sensitiven Retinoide

Brand, Wertheim, DE

Chamberslides, 8-Well

Nalge-Nunc, Rochester, USA

Deckglaser ,Thermo Scientific* 24x60mm

Menzel-Glaser, Braunschweig, DE

Digitales Kamerasystem, AxioCam MRm

Carl Zeiss, Oberkochen, DE

Eppendorf-Reaktionsgefal3e, 2ml

Eppendorf, Hamburg, DE

Fluoreszensmikoskop Axioskop

Carl Zeiss, Oberkochen, DE

Gefrierschrank, -20°C

Siemens, Miuinchen, DE

Gefrierschrank, -80°C

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kamerasystem JVC

JVC, Yokohama, Japan

Kryoréhrchen

Simport, Beloeil, Kanada

Kuhlschrank, 4°C

Liebherr, Biberach an der Riss, DE

Lichtmikroskop Diaplan

Leitz, Wetzlar, DE

Mastercycler Gradient fur Reverse
Transkription

Eppendorf, Hamburg, DE

NanoPhotometer ™ fir RNA-Extraktion

Implen, Minchen, DE

Neubauer-Zahlkammer

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, DE

NucleoSpin-Filter fir RNA-Extraktion

Macherey-Nagel, Diren, DE

NucleoSpin® RNAIl Saule fir RNA-
Extraktion

Macherey-Nagel, Diren, DE

Objekttrager Superfrost®

Menzel-Glaser, Braunschweig, DE

Optical Fast 96-Well-Platte fir RT-PCR

Applied Biosystems, Foster City, USA

PCR Eppendorf Reaktionsgefalle, 0,5ml

Eppendorf, Hamburg, DE
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Pipetten

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettenspitzen, 1 pl — 50pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettierhilfe ,Pipet Boy*

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipetten fur Pipet Boy 2 ml — 25 ml,
Falcon

Becton Dickinson, New-Jersey, USA

QuadriPERM (Zellkulturgefaf)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
DE

Reagenzglaser

Sommerschmied, Appen, DE

RNAse-freie Reaktionsgefalie

Biozym, Oldendorf, DE

Ruttler

Edmund Buhler, Hechingen, DE

Sammelgefal fir RNA-Extraktion

Macherey-Nagel, Diren, DE

Epson Perfection Scanner 3170 Photo

Epson, Long Beach, USA

Spektralphotometer Ultrospec 3100 pro

GE Healthcare, Buckinghamshire, E

Sterilwerkbank

Uniequip, Planegg, DE

Sterile Filter Spitzen

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

Stickstofftank

Talor-Wharton, Theodore, USA

Tischzentrifuge Mini Spin®

Eppendorf, Hamburg, DE

Tubes, 50 ml, Falcon

Beckton Dickinson, New-Jersey, USA

Waage ,Sartorius* Kremer und  Kreiler  Laborgerate,
Minchen, DE

Warmeschrank Binder, Tuttlingen, DE

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik mbH (GFL),

Burgwedel, DE

Wellplatten Multiwell™, 24-Well

Falcon, Beckton Dickinson, New-Jersey,
USA

Zellkulturflasche T75 cm?

Falcon Becton Dickinson Labware, New-
Jersey, USA

Zellscraper

Sarstedt, Niimbrecht, DE

Zentrifuge

Hermle, Wehingen, DE
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2.2 Chemikalien

Bezeichnung ‘ Bezugsquelle

Aqua dest. B. Braun, Melsungen, DE

Ethanol Apothekenbedarf der LMU, Miinchen, DE
Methanol Apothekenbedarf der LMU, Minchen, DE
2.3 Loésungen

Bezeichnung Bezugsquelle

Dulbeccos Medium (DMEM) Biochrom, Berlin, DE

(+10% fetales Kalberserum (FCS), 3,7 g/l
NaHCOs;, 4,5 g/l p-Glucose, 1,028 g/l
stable glutamine, Na-Pyruvate)

DMSO (Dimethylsulfoxid) Cell culture | Gibco®, Life Technologies, Carlsbad,

freezing medium USA

Fetales Kéalberserum (FCS) PAA, Pasching, A

PBS Dulbecco Biochrom, Berlin, DE
Trypanblaulésung 0,4% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypsin/EDTA-L6sung (0,59 / 0,2 g) Biochrom, Berlin, DE

24 Substanzen

Bezeichnung ‘ Bezugsquelle
9-cis-Retinsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
All-trans-Retinsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
15-Deoxy-A™**prostaglandin J, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

22



Material

2.5 Antikorper

251 Immunzytochemie
Bezeichnung

Anti human RXRa mouse monoclonal
lgG2a antibody, Klonnummer: K8508, 1
mg/ml

‘Bezugsque”e

PPMX Perseus Proteomics, Tokyo, JP

Anti-human leptin receptor mouse IgG2B
monoclonal antibody, Klonnummer:
52263, 500 ug/ml

R&D Systems, Minneapolis, USA

Maus IgG Praimmunserum, 100 mg/L

Dako, Glostrup, DK

2572 Western Blot

Bezeichnung

Anti human RXRa mouse monoclonal
IgG2a antibody, Klonnummer: K8508

Bezugsquelle

PPMX Perseus Proteomics, Tokyo, JP

2.5.3 Dotblot

Bezeichnung

Anti-human leptin receptor mouse 1gG2B
monoclonal  antibody, Klonnummer:
52263, 500 pg/ml

Bezugsquelle

R&D Systems, Minneapolis, USA

254 Doppelimmunfluoreszenz

Bezeichnung

Donkey-Anti-Goat IgG Cy3, 1,6 mg/ml

‘ Bezugsquelle

Dianova, Hamburg DE

Goat Anti Human Leptin Rezeptor,
polyclonal, 1gG, 0,5 mg/ml

AbD Serotec, Oxford, E

Goat Anti RXRa, polyclonal, IgG, 0,5

mg/ml

AbD Serotec, Oxford, E
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M30 CytoDEATH™ Klon M30 Alexis, San Diego, USA

(Mouse 1gG2b), 0,05 mg/mi

Rabbit-Anti-Mouse 1gG Cy2, 1,6 mg/ml Dianova, Hamburg, DE

2.6 Zellen

Bezeichnung Bezugsquelle

BeWo European Collection of Cell Cultures
(ECACCQC), Salisbury, E

HVT ScienCell, Carlsbad, USA
JEG-3 ATCC, Washington, USA
MCF-7 European Collection of Cell Cultures

(ECACCQC), Salisbury, E

2.7 Gewebe
Bezeichnung ‘ Bezugsquelle
Paraffinschnitte von Abortplazenten Archiv der Klinik und Poliklinik far

Frauenheilkunde und Geburtshilfe,
Klinikkum der Universitat Minchen -
Campus Innenstadt, Miinchen, DE

Gefrierschnitte von Interruptio-Plazenten | Gynakologische Praxis, Miinchen, DE
nach § 218/219 StGB

Bewilligt durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen
Projektnummer: 337-06

2.8 Software

Bezeichnung ‘ Bezugsquelle

ABI PRISM 7500 Fast Applied Biosystems, Foster City, USA
AXxio Vision, V.4.5 Carl Zeiss, Oberkochen, DE

Bio-Rad Quantity One® Software Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

24



Material

Bio-Rad Universal Hood Il Bio-Rad Laboratories, Mailand, |

Gimp® Bildbearbeitungsprogramm GIMP (GNU Image Program): Freies
Bildbearbeitungs-programm unter der
GNU General Public License (GPL),
Gimp® Developer Team

SPSS fir Windows, Social Sciences SPSS, Chicago, USA
Computer Software Version V.15.01

2.9 Reagenzien, Lésungen und Zubehor fir dedizierte Versuche

29.1 Immunzytochemie

Bezeichnung Bezugsquelle

Eindeckmedium Aquatex® Merck, Darmstadt, DE

Hamalaun Apothekenbedarf der LMU, Miinchen, DE
Substrat Chromogen Dako, Glostrup, Danemark

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) plus

Vectastain Elite ABC-Kit mouse IgG Vector Laboratories, Burlingame, USA
2.9.2 Gelelektrophorese fur Western Blot

Bezeichnung Bezugsquelle

Blotpuffer (Tris/Glycine Puffer) Bio-Rad, Miinchen, DE

Laufpuffer (Tris/Glycine/SDS Puffer) Bio-Rad, Miinchen, DE

Mini-PROTEAN 3 System Bestandteile Bio-Rad, Miinchen, DE

Polyvinylidene Fluoride Membran (PVDF- | Roth, Karlsruhe, DE
Membran)

Precision Plus Protein Dual Color | Bio-Rad, Miinchen, DE
Standard

Thick Blot Filterpapier Bio-Rad, Miinchen, DE
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29.3 RNA-Extraktion, Reverse Transkription, Quantitative Real-time PCR

Bezeichnung

RNA Extraktion

‘Bezugsque”e

Membran Desalting Buffer (MDB)

Macherey-Nagel, Diren, DE

NucleoSpin® RNAII Kit

Macherey-Nagel, Duren, DE

RA1, RA2, RA3 Buffer

Macherey-Nagel, Diren, DE

rDNAse

Macherey-Nagel, Diren, DE

Reaction Buffer fir rDNAse

Macherey-Nagel, Diren, DE

RNAse freies Wasser

Macherey-Nagel, Diren, DE

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt, DE

Reverse Transkription

10x RT Buffer

Applied Biosystems, Foster City, USA

25x dNTP Mix

Applied Biosystems, Foster City, USA

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

MultiScribe™ Reverse Transkriptase

Applied Biosystems, Foster City, USA

Nuclease-freies Wasser

Applied Biosystems, Foster City, USA

Oligo-dT Primer

Applied Biosystems, Foster City, USA

RNAse Inhibitor

Applied Biosystems, Foster City, USA

TagMan®-PCR

Nuclease-freies Wasser

Applied Biosystems, Foster City, USA

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix
2X

Applied Biosystems, Foster City, USA

294 Primer
Bezeichnung

GAPDH (Hs99999905_m1)

‘ Bezugsquelle

Applied Biosystems, Foster City, USA

ObR (Hs00174492 _ml) (exon boundary
19-20)

Applied Biosystems, Foster City, USA
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RXRa (Hs00172565_m1)

Applied Biosystems, Foster City, USA

B-ACT (Hs99999903 m1)

Applied Biosystems, Foster City, USA

295 Bradford Assay

Bezeichnung Bezugsquelle

Bradford-Reagenz, Protein Assay | Bio-Rad, Minchen, DE
Farbstoff-Konzentrat

Bradford-Standard, Protein Assay | Bio-Rad, Miinchen, DE
Standard Il

Klvette (Halb-Mikro-Kivette 10x4x45 | Sarstedt, Niumbrecht, DE

mm)

Zelllysepuffer zusammengesetzt aus:
Buffer 10

Surveyor™IC - Human Total B-

- Lysis (aus dem
Catenin Immonoassay)

- Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

- Protease-Inhibitor-Cocktail

R&D Systems, Minneapolis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

2.9.6 Dotblot und Western Blot

Bezeichnung

‘ Bezugsquelle

BCIP/NBT Chromogen-Substrat-L&sung

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Casein Losung

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Lysepuffer (Protease Inhibitor Cocktail +
Radioimmunoprecipitation Assay Puffer)

Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE

Milchpulver

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Na-Azid

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Nitrocellulose Membran

Bio-Rad, Mliinchen, DE

TBS-Stammlosung (60,59 Trizma-Base,
Aqua dest., HCI, NaCl)

Apothekenbedarf der LMU, Minchen, DE

Tween 20

Merck, Darmstadt, DE
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Vectastain Elite ABC Kit mouse 1gG

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vectastain-ABC-AmP Maus-1gG-Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

29.7 Doppelimmunfluoreszenz

Bezeichnung Bezugsquelle

Eindeckmedium Vectashield Mounting
Buffer

(Dapi)

with  4‘,6’diamno-2-phenylindole

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Ultra V Block

Labvision, Fremont, USA

Verdinnungsmedium S322

Dako, Glostrup, DK

28




Methoden

3 Methoden

Um den Einfluss der Substanzen 9-cisRA, ATRA und 15d-J, auf die RXRa Expression
in Chorionkarzinomzellen und HVT zu analysieren, wurden die Immunzytochemie, der
Western Blot und die Real-time Polymerasekettenreaktion (TagMan®-PCR)
angewandt. Die Untersuchung des Einflusses der Substanzen auf die ObR Expression
wurde mittels Immunzytochemie, Dot Blot und TagMan®-PCR durchgefihrt. Die
Doppelimmunfluoreszenz wurde zur Detektion der beiden untersuchten Rezeptoren,
RXRa und ObR, mit dem Apoptosemarker M30 in Abortplazenten eingesetzt.

3.1 Zellkultur

3.1.1 Voraussetzungen

Fur die in vitro Analyse wurden die Chorionkarzinomzellen BeWo (European Collection
of Cell Cultures, Salisbury, UK) und JEG-3 (ATCC, Washington, USA) und humane
villdse Trophoblasten (HVT) (ScienCell, Carlsbad, USA) verwendet. Die Zellen wurden
in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Nahrmedium (DMEM), das mit 10% fetalem
Kéalberserum (FCS) versetzt war, in T75 (75 cm? Flaschen kultiviert. Bei einer
Temperatur von 37°C und einer atmospharischen CO, Konzentration von 5% wurden
die Zellen in T75 Flaschen im Brutschrank aufbewahrt. Zur Verhinderung von
Kontaminationen der Zellen wurden die Versuche unter sterilen Bedingungen an einer
Sterilwerkbank (Uniequip, Planegg, Deutschland) und mit sterilen Geraten und
Materialien durchgefihrt.

3.1.2 Zellkultivierung von BeWo und JEG-3 Zellen

Einmal pro Woche wurde das (DMEM) Medium der Zellen abgezogen und 12 ml
frisches Medium hinzugefigt. Innerhalb von 7 Tagen Inkubation erreichten die
Chorionkarzinomzellen meist ein konfluentes Wachstum (Monolayer) in den Flaschen.
Es folgte die Zellpassagierung, um das Absterben von Zellen zu verhindern. Zunachst
wurde das verbrauchte Medium abgezogen und verworfen. Die Flaschen wurden mit
PBS gespiilt, um das restliche Medium inklusive FCS auszuwaschen. Im Anschluss
wurden 2 ml Trypsin/EDTA hinzugefugt. Daraufhin wurden die Flaschen fur 8 min. bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Die Inkubation mit Trypsin diente der Ablésung der
Zellen vom Flaschenboden und der Trennung der Zellen untereinander. Durch Zugabe
von 8 ml Medium wurde die Wirkung von Trypsin beendet. Nach griindlichem Mischen
der Zellen wurden ca. 100 ul der Suspension zur Zellzdhlung in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald pipettiert. Die restliche Zellsuspension wurde fir 5 min. bei 1000 Upm
zentrifugiert. Das nach der Zentrifugation entstandene Zellpellet wurde zu einer
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Konzentration von 1 Millionen Zellen / 1 ml frischem Medium gemischt und zurtick in
die T75 Flasche pipettiert.

3.1.3 Zellkultivierung von HVT-Zellen

Humane villdse Trophoblasten (HVT) sind Zytotrophoblasten. Sie sind Priméarkulturen,
die kryokonserviert geliefert werden. Da sie eine begrenzte Teilungsfahigkeit besitzen,
wurden sie direkt nach dem Auftauen (1 Millionen Zellen/ Kryoréhrchen) und Ausséen
fur die Stimulationsversuche herangezogen.

3.14 Einfrieren von Zellen

BeWo und JEG-3 Zellen wurden bei niedriger Passagierungszahl (maximal
Passagennummer 30) eingefroren. Zu Beginn des Versuches wurde das portionierte
Einfriermedium bei 4°C im Kihlschrank aufgetaut. Dieses enthalt die kryoprotektive
Substanz DMSO, die Einfrierschaden durch Kristallbildung verhindern kann. Jedoch ist
DMSO bei Warme zytotoxisch und somit musste der Einfriervorgang zugig auf Eis
erfolgen. Es folgten die Trypsinierung und Zellzahlung. Das Falcon mit der Zelllésung
wurde im Anschluss abzentrifugiert, das Uberstehende Medium abpipettiert und das
Zellpellet mit 10 ml PBS gewaschen. Daraufhin fand eine erneute Zentrifugation fir 5
min. bei 1000 Upm statt. Das abzentrifugierte Falcon wurde auf Eis gestellt, das
Uberstehende Medium abgezogen und mit Kryomedium eine Zellsuspension mit der
Konzentration von 5 Millionen Zellen pro 1 ml erstellt. Je 1 ml der Zellsuspension
wurde in Kryordhrchen abgefiillt. Diese Schritte fanden auf Eis statt. Zur schrittweisen
Akklimatisierung wurden die Kryoréhrchen in Einfrierboxen bei -80°C im Gefrierschrank
tber Nacht gelagert. Im Anschluss fand die Lagerung im Stickstofftank statt.

3.1.5 Aussaat von eingefrorenen Zellen

Das Wasserbad wurde auf 37°C geheizt. Die Kryorohrchen wurden aus dem
Stickstofftank entnommen, mit 70% Ethanol steril abgewischt und im Wasserbad
aufgetaut. Nachdem die Zellen aufgetaut waren, wurden sie in der Sterilwerkbank aus
dem Kryor6hrchen in ein Falcon dberfihrt und mit 5 ml vorgewarmten Medium
vermischt. Das Medium neutralisiert DMSO. Es folgte eine 5 minitige Zentrifugation
bei 1000 Upm. Das Medium im Uberstand wurde daraufhin abgezogen. Auf das
Zellpellet wurden 12 ml frisches Medium pipettiert und die vermischte Suspension in
eine T75 Zellkulturflasche tberfuhrt.
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3.1.6 Bestimmung der Zellzahl

Von den aus der Zellsuspension entnommenen 100 pl (siehe 3.1.2) wurden 25 pl mit
50 pl PBS und 25 pl Trypanblau vermischt. Teil der Mischung wurde auf eine
Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Die Zellz&hlung erfolgte mit Hilfe eines Diaplan
Lichtmikroskops (Leitz, Wetzlar, Deutschland). Nicht vitale Zellen wurden durch ihre
blaue Farbe Trypanblau identifiziert, die die Membran von toten Zellen durchdringt.
Lediglich vitale Zellen wurden auf vier Quadraten der Neubauer-Zahlkammer gezahlt.
Die Gesamtzellzahl berechnete sich folgendermal3en:

Die Summe der ausgezahlten Zellen wurde mit einem Verdiinnungsfaktor von 10, das
10 ml der Suspension im Falcon nach Trypsinieren entspricht, und 10*, das sich aus
den MaRen der Neubauer-Zahlkammer ergibt, multipliziert. Die Summe ergab die
endgultige Zellzahl (in Mio. Zellen), die 10 ml der Zellsuspension beinhalten.

3.2 Detektion der Rezeptoren RXRa und ObR auf Proteinebene

3.2.1 Immunzytochemie zum Nachweis von RXRa und ObR

3.2.1.1 Stimulation von BeWo, JEG-3 und HVT Zellen

Als Substanzen wurden die Retinoide 9-cis-Retinsaure (9-cisRA), all-trans-Retinsaure
(ATRA) und der PPARYy Agonist 15-Deoxy-A'***-prostaglandin J, (15d-J,) verwendet.

BeWo und JEG-3 Zellen wurden in 8-Well Chamberslides bei einer Densitat von
40.000 Zellen/500 ul Medium ausgesat. Sobald sie konfluent gewachsen waren, was
nach ca. 24h der Fall war, wurde das Medium der Wells abgezogen. 500 ul frisches
Medium vermischt mit 1 nmol/ml bzw. 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA oder 15d-J, wurden
in die Wellplatten hinzugefigt. Unstimulierte Zellen, in denen ebenfalls Mediumwechsel
erfolgte, wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Die Zellen wurden fir 24h bzw. 48h in den
Chamberslides im Brutschrank inkubiert. Fir die immunzytochemische Analyse der
ObR Expression (3.2.1.2) wurden die BeWo und JEG-3 Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA
und 15d-J, stimuliert.

Die Zytotrophoblasten HVT wurden bei einer Zellzahl von 150.000 Zellen/500 pl auf die
Chamberslides ausgeséat. Nachdem sie ein konfluentes Wachstum erreichten, wurde
das Medium abgezogen. Als nachsten Schritt wurden 500 pl der jeweiligen 10 nmol/ml
Suspensionen der Stimulanzen 9-cisRA, ATRA und 15d-J, in Medium verdiinnt in die
Wells pipettiert und fur 72h im Brutschrank inkubiert.

Pro Zelllinie wurden 6 voneinander unabhangige Stimulationsversuche fir die jeweilige
Konzentration (Kontrolle, 1 nmol/ml, 10 nmol/ml) und die jeweilige Inkubationszeit (24h,

48h, 72h) durchgefiihrt.
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Da Retinoide lichtsensibel sind, erfolgten das Ansetzen der Substanzen und die
Zellstimulation im abgedunkelten Raum, um eine Fotodegradation zu verhindern.
Zudem wurden fir die Retinoide amberfarbene 1,5 ml Reaktionsgefal3e (Brand,
Wertheim, Deutschland), zum Schutz vor UV-Licht, verwendet.

Der zytotoxische Effekt von Ethanol oder Dimethyl Sulfoxid (DMSO) auf die
Zelliberlebensfahigkeit in Zelllinien wie BeWo Zellen wurde in der Literatur
beschrieben [196]. Nachdem die Retinoide 9-cisRA und ATRA vor Zellstimulation mit
DMSO oder Ethanol, unter Einhaltung einer 3%, Grenze fir DMSO bzw. Ethanol, gelost
wurden, konnte eine morphologische Veranderung und eine beeintrachtigte Anfarbung
der BeWo und JEG-3 Zellen beobachtet werden. Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung stellte sich eine veranderte Expression der nicht-steroidalen
Kernrezeptoren beeinflusst durchn DMSO und Ethanol heraus [197]. Da DMSO und
Ethanol die Expression von RXRa beeintrachtigten, wurden sie nicht zur Dissolvierung
der Retinoide herangezogen. Alternativ wurden die Retinoide in DMEM Medium geldst.

Die im Priméarfokus stehenden Experimente wurden mit den Chorionkarzinomzellen
BeWo, JEG-3 und den Primérkulturen HVT durchgefiihrt. Alle drei Zelllinien wiesen
Ubereinstimmende Ergebnisse auf. Somit reprasentieren die Chorionkarzinomzellen
ein geeignetes Trophoblastzellen- bzw. HVT-Modell. Die Hauptexperimente der BeWo
und JEG-3 Zellen wurden konstant mit den Ergebnissen der mit HVT durchgefuhrten
Versuche uberprift. HVT Zellen wurden mit den Substanzen fur 72h, anstatt wie die
Chorionkarzinomzellen fur 24h und 48h inkubiert, weil fir HVT ein langsameres
Wachstumsverhalten charakteristisch ist und sie sich spater differenzieren.

3.2.1.2 Immunzytochemische Analyse von RXRa und ObR

Die Immunzytochemie diente zur Analyse der RXRa bzw. ObR Expression der
stimulierten im Vergleich zu den unstimulierten BeWo, JEG-3 und HVT-Zellen. Sie
beruht auf der Detektion des Antigens anhand des Avidin-Biotin-Komplexes (ABC-
Methode). Als Enzym wird die Peroxidase verwendet. Das Prinzip der ABC-Methode
beschreibt die Affinitdt von Avidin zu dem hydrophilen Vitamin Biotin. Avidin ist ein
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 68 kDa, das aus Huhnereiweil
gewonnen wird. Es ist ein Tetramer und besitzt Bindungsstellen fir Biotin. Da
unspezifische Reaktionen bei der Anwendung von Avidin auftreten kdnnen, wird
alternativ das reinere Streptavidin verwendet. Dieses entstammt dem Bakterium
~otreptomyces avidinii und wird gentechnologisch gewonnen. Biotin und die
Peroxidase binden an die Bindungsstellen von Streptavidin, woraus der ABC-Komplex
entsteht. Der Primarantikbrper, in dieser Arbeit der Anti-humane RXRa Maus
monoklonale IgG2a Antikorper (Anti-RXRa) bzw. der Anti-humane Leptin Rezeptor
Maus 1gG2B monoklonale Antikérper (Anti-ObR), bindet Uber den Brickenantikérper
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bzw. den Sekundarantikorper, der biotinyliert (mit Biotin markiert) ist, an den ABC-
Komplex.

2 - (Strept-} Avidin-
x‘-"x{.f' Biotin-Enzymkomplex

v Brickenantikorper,
/ X{.) biotinyliert
e A~
®
Primarantikorper 3 § 1 x (_._)*(_._)
/ \ = g 3

Bictinyliertes  (Strept-) (Strept-) Avidin-
P Enzym Avidin Blotin-
niigen Enzymkomplex

Abbildung 6: Die Avidin-Biotin-Methode [198] Der Priméarantikdrper bindet an das nachzuweisende
Antigen und Uber einen Brickenantikérper bindet er an den ABC-Komplex. Dieser besteht aus
Streptavidin, Biotin und der Peroxidase.

Nach Zugabe des Chromogens 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) initiiert die Peroxidase
eine enzymatische Reaktion, die sich durch einen rot-braunen Farbumschlag aufert.

Die Schritte der immunzytochemischen Analyse der Antigene RXRa und ObR waren
bis auf die Verwendung eines unterschiedlichen Primarantikérpers und dessen
unterschiedlicher Verdiinnung (Anti-RXRa: 5 ug/ml; Anti-ObR: 8,3 ug/ml) identisch und
werden aus diesem Grund in demselben Methodenabschnitt erlautert. Pro Rezeptor,
RXRa bzw. ObR, wurden 6 voneinander unabhangige immunzytochemische Analysen
durchgefinhrt.

Nach einer Inkubation der Zellen mit den Substanzen fur 24h bzw. 48h wurden die
Zellen in einer 1:1 Loésung Ethanol absolut/Methanol absolut fir 15 min. auf den
Chamberslides fixiert. Nachdem sie getrocknet waren, wurden sie fir 5 min. in PBS
gewaschen. Die darauffolgenden Inkubationsschritte erfolgten in einer Feuchtkammer,
um das Austrocknen der Zellen auf den Chamberslides zu verhindern. Wenn nicht
anders erwéhnt, erfolgten die Versuche bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden fir
20 min. mit Pferd Blockierungsserum aus dem Vectastain-ABC-Elite Kit fur die
Mausspezies  (Vector  Laboratories, Burlingame, USA) inkubiert. Das
Blockierungsserum sattigt elektrostatische Ladungen im Gewebe ab. Es stammt aus
der Tierspezies, in der der sekundare Antikorper generiert wurde, und blockiert
unspezifische Bindungsstellen, um eine unspezifische Anfarbung zu verhindern. Das
Blockierungsserum wurde nach 20 min. abgekippt. Es wurden jeweils 70 pl des Anti-
humanen RXRa Maus monoklonalen 1gG2a Antikorpers (Anti-RXRa) (5 pg/ml) bzw.
des Anti-humanen Leptin Rezeptor Maus IgG2B monoklonalen Antikérpers (Anti-ObR)
(8,3 pg/ml) pro Well aufgetragen. Die mit den Priméarantikdrpern beschichteten
Chamberslides wurden in der Feuchtkammer fir 17 h bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation von 17 h wurden die Chamberslides 2 mal 2 min. in PBS gewaschen. Es
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folgte die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper des Vectastain-ABC-
Elite Kits, der aus Pferd Normalserum, Anti-Maus IgG und 10 ml PBS
zusammengesetzt ist. Daraufhin wurden die Chamberslides erneut 2 mal 2 min.
gewaschen und fir 30 min. mit dem ABC-Komplex des Vectastain-ABC-Elite Kits
bestiickt. Nach einem weiteren Waschgang von 2 mal 2 min. in PBS erfolgte die
Inkubation der Chamberslides mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol plus (AEC plus). Die
Chamberslides, auf die der Priméarantikdrper Anti-RXRa aufgetragen wurde, wurden fur
4 min. mit AEC plus und die Chamberslides mit dem Primarantikbrper Anti-ObR
wurden fur 10 min. mit AEC plus inkubiert. Der Farbumschlag wurde unter dem
Lichtmikroskop beobachtet, um eine Uberfarbung der Zellen zu verhindern und eine
optimale Anfarbung der Zellen zu gewéhrleisten. Nach Spulung der Chamberslides in
Aqua dest. wurden sie fur 30 sek. mit saurem Hamalaun nach Mayer gegengefarbt.
Dies ist ein in saurer LOosung versetzter Farbstofflack, der einen pH-Wert von 4,5
besitzt. Der positiv geladene basische Farbstoff lagert sich an die Phosphatgruppe der
DANN im Kern, die negativ geladen ist, an. Die Kerne werden auf Grund ihrer
negativen Ladung bei einem sauren pH-Wert am starksten angefarbt. Das Plasma wird
zartblau angefarbt. Um restliche Saurereste auszuwaschen, wurden die Chamberslides
fur 4 min. in flieBRendem Leitungswasser gewassert. AnschlieBend wurden die
Chamberslides in Aqua dest. gespult und mit dem wassrigen Eindeckmedium
Aquatex® eingedeckt. Die Farbung wird durch das Eindecken nicht beeintrachtigt, da
Aquatex® den gleichen Brechungsindex wie Glas besitzt.

Positiv- sowie Negativkontrollen liefen parallel zu den immunzytochemischen
Versuchen mit. Als Positivkontrolle zum Nachweis der Antigene RXRa und ObR wurde
die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 verwendet, da diese beide Rezeptoren exprimiert.
MCF-7 Zellen wurden mit den Prim&rantikorpern Anti-RXRa (5 pg/ml) bzw. Anti-ObR
(8,3 pg/ml) inkubiert. Eine Positivitat dieser Kontrolle stellt sicher, dass die Farbung
spezifisch ist.

Als Negativkontrolle von RXRa und ObR wurden MCF-7 Zellen, BeWo und JEG-3 mit
einem Maus IgG der jeweiligen Maus 1gG Isotypen-Kontrolle inkubiert. Die Isotypen-
Kontrolle stellt sicher, dass Spezies des Antikdrpers keine unspezifische Anférbung
provoziert. Die Konzentration der Maus IgG Isotypen Kontrolle wurde den
Endkonzentrationen von Anti-RXRa (5 ug/ml) und Anti-ObR (8,3 pg/ml) angeglichen.

3.2.1.3 Immunzytochemische Auswertung

Die Expression der Rezeptoren RXRa und ObR in BeWo, JEG-3 und HVT-Zellen
wurde immunzytochemisch mit Hilfe eines Leitz Diaplan Lichtmikroskops beurteilt. Die
abgebildeten Aufnahmen wurden mit einem digitalen Kamerasystem (JVC, Victor
Company of Japan) an unterschiedlichen Stellen der Chamberslides aufgenommen.
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Ein Uberblick wurde bei einer 6.8-fachen VergroRerung (x6.8) gewonnen und die
Auswertung erfolgte bei einer VergréRerung von x10 und x25. Pro Versuchsansatz
(insgesamt 6) und pro Substanz wurden 8 Felder von zwei voneinander unabhéngigen
Personen ausgewertet. Ein Kontrollfeld mit unbehandelten Zellen wurde pro Substanz
mitgefarbt. Die Anfarbung der Kontrollen der gleichen Zelllinien und Inkubationszeiten
wurde zusammengefasst und als Gesamtkontrolle mit den zugehérigen stimulierten
Zellen verglichen.

Die Beurteilung der Intensitdtsanfarbung der RXRa- und ObR-exprimierenden Zellen
bestand aus folgenden Kategorien:

= Negativ (keine Anfarbung)

= Schwach (1-fache Anfarbung)
= MaRig (2-fache Anfarbung)

= Stark (3-fache Anfarbung)

Pro Gesichtsfeld wurde die Menge der drei méglichen Anfarbungsintensitaten der
Zellen in Prozent (%) angegeben. Der Mittelwert (%) der méaRig- bis stark angeféarbten
Zellen der behandelten und unstimulierten Zellen wurde pro Gesichtsfeld ermittelt und
verglichen. Als Fehlerindikator wurde die Standardabweichung verwendet, die die
Streuung der Werte um den Mittelwert anzeigt. Die Standardabweichungen sind als
vertikale Balken in den folgenden Diagrammen (Kapitel 4 Ergebnisse) dargestellt.

Immunzytochemisch wird RXRa als kernstdndiger Rezeptor und ObR als
membranstandiger Rezeptor exprimiert. ObR besitzt eine extrazellulare, eine
intrazellulare und eine Transmembrandomaéne.

Fur die Auswertung der Anfarbungsintensitat der HVT wurde als Auswertungskriterium
der prozentuale Anteil der 1-fach positiv angefarbten Zellen herangezogen.

3.2.2 Dot Blot zum Nachweis von ObR

3.2.2.1 Zellstimulierung und Gewinnung des Zelllysats fiir die Durchfihrung

des Bradford-Assays

Im Anschluss an die Zellpassagierung (3.1.2) wurden jeweils 200.000 BeWo bzw. JEG-
3 Zellen pro 1 ml Medium pro Well in 24-Well Platten ausgesat und fir 24h im
Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde das Medium abgezogen und durch 1 ml
frisches Medium ersetzt, das jeweils mit 10 nmol/ml 9-cisRA oder 15d-J, vermischt
war. Aufgrund der Verwendung der lichtempfindlichen 9-cisRA fand die Zellstimulation
im abgedunkelten Raum statt und als Reaktionsgefale wurden 1,5 ml amberfarbene
Reaktionsgefalle verwendet. In den Ubrigen Wells, die als Kontrollen dienten, wurde
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lediglich Medium gewechselt. Nach einer Inkubationszeit von 24h wurden die Zellen
mit einem Zellscraper vom Plattenboden gel6st, das Medium mit den gelosten Zellen
abgezogen und in Falcon Tubes uberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation der Zellen fur 5
min. bei 1000 Upm. Das Medium Uuber dem entstandenen Zellpellet wurde
anschliel3end abgezogen und 10 ml steriles PBS auf das Zellpellet pipettiert. Erneut
wurden die Zellen fur 5 min. bei 1000 Upm zentrifugiert. Das PBS Uber dem Zellpellett
wurde wieder abgezogen und durch 10 ml frisches PBS ersetzt. Nach der
Zentrifugation und dem Abziehen des PBS-Uberstandes wurde das Zellpellett mit 300
pl des fertiggestellten Lyse-Puffers gemischt, woraus das Zelllysat entstand. Der
Zelllyse-Puffer besteht aus dem Lysis Buffer 10, der dem Surveyor™ IC — Human Total
B-Catenin Immunoassay Kit entstammt, einem Protease Inhibitor Cocktail und
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF). Nach einer 1:1 Mischung des Lysis Buffers 10 mit
dem Protease Inhibitor Cocktail wurden 100 uM PMSF hinzugefiigt. PMSF wurde bei
einer Masse von 174 mg zuvor in 10 ml Ethanol aufgeldst. Aus dieser Losung wurden
10 pl der PMSF-Lésung fir 10 ml des Lysis Buffers 10 verwendet.

Wahrend des Ansetzens des Bradford-Assays (siehe 3.2.2.2) wurde das Zelllysat fiir
15 min. auf Eis gelagert. Es folgte eine finale Zentrifugation des Zelllysats fir 5 min. bei
2000 Upm. Fur die Proteinbestimmung im Bradford-Test wurden 20 pul des
Zelllysatuiberstandes verwendet. Der restliche Zelllyse-Puffer wurde bei -20°C
eingefroren und anschlieRend fir die Verdiinnung der Proben im Dot Blot eingesetzt.

3.2.2.2 Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Assay bestimmt die quantitative Gesamtproteinmenge von Proben
anhand eines Spektralphotometers.

Zu Beginn des Bradfordtests wurde die Bradfordreagenz-Stammlésung 1:5 mit Aqua
dest. verdinnt (=Gebrauchslésung). Die gewonnenen Proben aus 3.2.2.1 wurden
ebenfalls mit Aqua dest in einem 1:2 Verdinnungsverhéltnis angesetzt. Fiur die
Untersuchung wurden die mit 10 nmol/ml 9-cisRA bzw. 10 nmol/ml 15d-J, inkubierten
und die unbehandelten BeWo und JEG-3 herangezogen.

Zur Kalibrierung wurde der Bradford-Standard (Konzentration 1,48 mg/ml) nach
folgendem Schema verdiinnt, um eine Standardkurve zu erhalten:

= 1000 pg/ml =676 pl Standard (unverdiinnt) + 324 pl Aqua dest.

= 800 pg/ml = 400ul Standardlésung (aus der 1000 pg/ml Verdinnung) + 100 pl
Aqua dest.

= 400 pg/ml = 200p! Standardldsung (aus der 800 pg/ml Verdunnung) + 200 pl
Aqua dest.
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= 200 pg/ml = 200ul Standardlésung (aus der 400 pg/ml Verdinnung) + 200 pl
Aqua dest.

= 100 pg/ml = 200ul Standardlésung (aus der 200 pg/ml Verdiinnung) + 200 pl
Aqua dest.

= 50 pg/ml = 200ul Standardldsung (aus der 100 ug/ml Verdinnung) + 100 pl
Aqua dest.

Der Nullwert entstand aus der Mischung von 1 ml Bradfordreagenz-Gebrauchslésung
mit 20 ul Aqua dest. Fiur die Standardanséatze wurden jeweils 20 pl der entsprechenden
Standards der Verdunnungsreihe mit 1 ml Bradfordreagenz-Gebrauchslosung
gemischt. Von den Proben der stimulierten und unstimulierten Zellen (1:2 in Aqua dest.
verdinnt) wurden 20 pl jeder Probe entnommen und mit 1 ml verdinntem
Bradfordreagenz vermischt. 1 ml jedes angesetzten Rohrchens der Standardansatze,
der Proben und des Nullwertes wurde in jeweils eine Kiivette Uberflhrt.

Ein Spektralphotometer, das die Messung bei einer Wellenlange von 595 nm und bei
linearer Regression durchfihrt, wurde zur Gesamtproteinbestimmung herangezogen.
Vorerst wurden der Nullwert und die Standardkurve der 6 Standards bestimmt.
Daraufhin konnte das Photometer die Proteinmenge der stimulierten Zellen und
Kontrollen errechnen.

3.2.2.3 Berechnung der einzusetzenden Probenvolumina fir den Dot Blot

Anhand der Bestimmung der Gesamtproteinmenge der Proben im Bradford konnten
die im Dot Blot einzusetzenden Volumina der Proben errechnet werden, sodass nach
Angleichung der Proteinkonzentrationen, die Proben im Dot Blot miteinander
verglichen werden konnten. Da die Proben zu Beginn 1:2 in Aqua dest. verdinnt
wurden, folgte eine Multiplikation der mittels Spektralphotometer erhaltenen
Proteinkonzentrationen  (mg/ml) mit einem  Faktor von 2, um die
Ausgangskonzentrationen zu erhalten.

Alle Proben wurden mit Zelllysepuffer auf die Proteinkonzentration der Probe mit dem
niedrigsten Proteingehalt verdiinnt. Die jeweils benottigte Menge an Zelllysat wurde
folgendermalfien berechnet:

x (ul) des Zelllysats = Proteinmasse (mg) der Probe mit geringster Proteinkonzentration x 1000 pl

Proteinmasse (mg) des Zelllysates

Das errechnete Volumen der jeweils zu verdiinnenden Probe (pl) wurde mit Zelllyse-
Puffer auf ein Gesamtvolumen von 1000 pl aufgefillt.
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3.2.2.4 Detektion des Leptin Rezeptors im Dot Blot

Das Prinzip des Dot Blots entspricht der ABC-Methode der Immunzytochemie (siehe
3.2.1.2). Als Enzym wird jedoch anstatt der Peroxidase die Alkalische Phosphatase
verwendet. Von der mit Zelllyse-Puffer verdiinnten Probe wurden pro Probe jeweils 3 pl
auf eine Nitrocellulose Membran mit einer Pipette aufgetragen. Um sicher zu gehen,
dass die Ergebnisse nicht durch Artefakte verfalscht werden, wurden 4 Dots pro Probe
aufgetragen. Nachdem die Dots nach ca. 20 min. vollstandig getrocknet waren, wurde
die Membran mit einer Losung, bestehend aus 5% Milchpulver in TBS, 1% Tween 20
und 0,01% Na-Azid, fur 17h bei 4°C blockiert, um eine unspezifische Anfarbung zu
verhindern. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran aus der Lésung enthommen
und mit dem Anti-humanen Leptin Rezeptor Maus 1gG2B monoklonalen Antikdrper
(0,083 ug/ml), welcher in 5% Milchpulver in TBS, 1% Tween 20 und 0,01% Na-Azid
verdinnt wurde, vollstandig bedeckt. Die Inkubation fand fir 1 h bei Raumtemperatur
statt. Im Anschluss wurde die Membran 1 mal 15 min. und erneut 3 mal 5 min. in TBS
gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem Anti-Maus Sekundéarantikérper (10 ml
Milchpulver + 1 ggt. Anti-Maus) fir 1 h bei Raumtemperatur. Ein weiterer
Waschvorgang der Membran fir 3 mal 5 min. in TBS fand statt, gefolgt von einer 1-
stiindigen Inkubation mit dem Alkalische Phosphatase enthaltenden Avidin-Biotin-
Komplex (10 ml TBS + 2 ggt. Lésung A + 2 ggt. Loésung B) bei Raumtemperatur.
Daraufhin wurde die Membran erneut 3 mal 5 min. in TBS gewaschen. Anschliel3end
wurde die Membran mit dem Farbstoffsubstrat BCIP/NBT inkubiert, bis ein violetter
Farbumschlag erkennbar war. Dieser erfolgte nach 8 min. Die Farbereaktion wurde mit
Aqua dest. gestoppt. Die Farbereaktion der Folgeversuche wurde jeweils nach 8 min.
mit Aqua dest. beendet. Es wurden 5 Dotblot Versuche pro Zelllinie und pro Substanz
durchgefihrt.

3.2.2.5 Auswertung mit Gimp

Die Dot Blots wurden mit einem Epson Perfection Scanner (Epson, Long Beach, USA)
eingescannt. Zu beachten war, dass die zu vergleichenden Dot Blots gleichzeitig

eingescannt werden, um eine Helligkeitskorrektur durch den Scanner zu vermeiden.

Zur quantitativen Auswertung des Dot Blots wurde das Graphikbearbeitungsprogramm
GNU Image Program (Gimp®) verwendet. Anhand eines Histogramms wertet es die
relative Helligkeitsverteilung der Punkte im Dot Blot aus. Das Histogramm stellt die
Verteilung der Helligkeit durch eine Grauskala dar. Schwarze Pixel werden durch den
Zahlenwert 0 und weil3e Pixel durch den Zahlenwert 255 kodiert.

Der Dot Blot ist in Abbildung 36 in schwarz-weif3 anstatt in originalem lila dargestellt, da
hierdurch der Kontrast der unterschiedlichen Anfarbungsintensitaten der Punkte besser
erkennbar ist.
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3.2.3 Western Blot zum Nachweis von RXRa

Der Western Blot kann die RXRa Expression auf Proteinebene nachweisen. Die
Proteine der BeWo und JEG-3 Zelllysate wurden auf einem Gel elektrophoretisch nach
Ladung und GroR3e aufgetrennt und daraufhin auf eine PVDF Membran aufgetragen.
Eine anschlielende Farbung der Membran auf der entsprechenden
Molekulargewichtshéhe mit dem Antikorper Anti-RXRa wies die Proteinexpression von
RXRa in Form von Banden nach. Dabei ist die Farbintensitat der Banden proportional
zur RXRa Proteinkonzentration. Mittels der Bio-Rad Quantity One® Software
(Hercules, USA) wurde die RXRa Proteinexpression quantifiziert.

3.2.3.1 Stimulation und Lyse von BeWo und JEG-3 Zellen

Vor Durchfihrung des Western Blots wurden die BeWo und JEG-3 Zellen separat auf
sterile 6-Wellplatten bei einer Dichte von 80.000 Zellen/ml Medium ausgesat. Im
Anschluss an eine 24-stiindige Inkubation wurde das Medium abgezogen. Es folgte
eine Inkubation der Zellen fir 48h mit 1 ml Medium/Well, welches 10 nmol/ml 9-cisRA
beinhaltete. Daraufhin wurde das Medium erneut abgezogen und die Wellplatten mit
PBS gewaschen. Als nachsten Schritt wurde 1 ml Lysepuffer, der aus 0,1 ml Protease
Inhibitor Cocktail und 0,9 ml Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (RIPA-Puffer)
besteht, pro Well hinzugefiigt. Die Inkubation betrug 15 min. auf Eis. AnschlieBend
wurde das Lysat abgezogen und bei -20°C eingefroren.

3.2.3.2 Bradford Assay zur Gesamtproteinbestimmung

Eine Proteinmenge von 10.000 ng wurde pro Probe im Western Blot eingesetzt. Die
Gesamtproteinkonzentration der Probe wurde vorher mittels Bradford Assay, der in
3.2.2.2 beschrieben ist, bestimmt und das im Western Blot einzusetzende Volumen der
Proben errechnet (3.2.2.3). Fir die Untersuchung wurden die mit 10 nmol/ml 9-cisRA
stimulierten und die unbehandelten JEG-3 und Zellen herangezogen.

3.2.3.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung der Proteine in Proteinbanden auf einem
elektrischen Feld. Als Tragersubstanz dient dabei das Polyacrylamid-Gel. Die Proteine
wurden elektrophoretisch nach Ladung und Gro3e aufgetrennt.

Pro Gel Well wurden 20 ul des Probenvolumens verwendet wovon 5 pl den
Probenpuffer enthielten. Dieser setzt sich aus Mercaptoethanol und Farbreagenz
zusammen und dient zur Denaturierung von Proteinen. Die angesetzten Proben
wurden zunéchst bei 95°C im Thermoblock fur 5 min. denaturiert, danach bei 4°C im
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Kahlschrank abgekihlt und anschlieRend zentrifugiert. Es folgte die Vorbereitung der
Puffer fir die Gelektrophorese:

= Laufpuffer (Tris/Glycine/SDS Puffer) = 100 ml 10x Laufpuffer + 900 ml Aqua dest.
= Blotpuffer (Tris/Glycine Puffer) = 100 ml Blotpuffer + 200 ml Methanol + 700 ml Aqua dest.

Nach Ansetzen des Blotpuffers wurde dieser auf Eis gestellt, die Kammern fir die
Gelelektrophorese wurden vorbereitet und die Tanks mit Laufpuffer aufgefillt. Es folgte
das Bestlcken der Wells mit jeweils 20 ul der Proben und jeweils 7 ul des Western Blot
Protein Standards. Zunachst wurde die Blotkammer fur 30 min. bei 80 W und
anschliel3end fur 1 bis 1,5 h bei 100 W an die Spannungsquelle angeschlossen. Die
Gelelektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront, die als blaue Linie angezeigt
ist, an der unteren Seite des Gels angelangt war.

3.2.3.4 Durchfiihrung des Western Blots

Im Anschluss an die Gelektrophorese erfolgte der Transfer der aufgetrennten
Proteinbanden von dem Gel auf eine Polyvinylidene Fluoride Membran (PVDF-
Membran).

Zunachst wurden die Filterpapiere und die Fiberpads in Blotpuffer und die PVDF-
Membran in Methanol eingeweicht. Nach Vorbereitung der Gel Holder Kassette und
der Blotkammer, das nach Anleitung erfolgte, wurden diese an die Stromquelle
angeschlossen und fir eine Dauer von 1,5 h bei 100 W laufen gelassen.

Zur Uberpriifung der korrekten Durchfiihrung des Blottens der Proteine auf die PVDF-
Membran diente das Sichtbarwerden eines farbigen Standards auf der Membran. Da
der Protein Standard in Milchpulver ausbleicht, wurde er von der Membran
abgeschnitten. Es folgte die Blockierung der Membran in 5% Milchpulver und 1%
Tween 20 fur 16h bei 4°C. Im Anschluss fand die Farbung statt, die in 3.2.3.5
beschrieben ist.

3.2.3.5 Detektion von RXRa im Western Blot

Fur die Farbung der Proteinbanden auf der PVDF-Membran zum Nachweis von RXRa
wurde das Vectastain ABC-AmP Maus-1gG-Kit fir Western Blots als Detektionssystem
verwendet. Wenn nicht anders erwahnt, erfolgten die Versuchsschritte bei
Raumtemperatur. Die PVYDF-Membran wurde zu Beginn in Casein Ldsung, die zuvor
1:10 in Aqua dest. verdinnt wurde, fir 1h blockiert. Anschlieend folgte die Inkubation
der Membran mit dem in PBS verdiunnten Anti-humanem RXRa Maus monoklonalem
IgG2a Antikorper (Endkonzentration: 5 ug/ml) fur 16h bei 4°C. Zwischen jedem
Versuchsschritt wurde die Membran 3 mal 5 min. in Casein Losung gewaschen. Als

nachstes wurde die Membran mit dem biotinyliertem Anti-Maus IgG
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Sekundarantikdrper verdiinnt in 10 ml Casein Losung (Endkonzentration: 1,5 pg/ml) fur
45 min. inkubiert. Nach dem Waschen der Membran wurde diese fur 20 min. im
Vectastain ABC-AmP Reagenz (10 ml Casein Lésung, 20 pl Losung A, 20 ul Lésung B)
inkubiert. Es folgte eine 5-minttige Waschung der Membran in 0,1 M TRIS Puffer. Die
Farbung der Blotbanden erfolgte mit der BCIP/NBT-Chromogen-Substrat-Losung fir 3
min. Diese L6sung besteht aus 10 ml 0,1 M TRIS Puffer, 4 ggt. BCIP LOsung, 4 ggt.
NBT Losung und 4 ggt. Magnesium Chlorid Losung. Die Féarbereaktion wurde in Aqua
dest. beendet und die Membran bei Raumluft getrocknet. Als endogene Kontrolle
diente B-Actin (BACT).

3.2.3.6 Auswertung des Western Blots mit der Bio-Rad Quantity One®
Software

Die Membran wurde mit der Bio-Rad Universal Hood Il (Segrate, Italien) detektiert und
mittels der Bio-Rad Quantity One® Software (Hercules, USA) analysiert. Die RXRa
Proteinbandenintensitaten wurden als prozentuale Expression in Bezug auf die BACT
Expression, die die endogene Kontrolle darstellt, angegeben. Die Anfarbungsintensitat
der RXRa Proteinbanden bzw. die RXRa Expression und die B-Actin Expression
wurden als Quotient dargestellt. Insgesamt wurden 4 Western Blots durchgefihrt.

3.3 Detektion der Rezeptoren RXRa und ObR auf mRNA-Ebene

3.3.1 Prinzip der quantitativen Real-time PCR (TagMan®-PCR)

Die quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) dient zum Nachweis der Expression
der Rezeptoren auf mMRNA Ebene. Die RNA-Extraktion und die Reverse Transkription
sind der TagMan®-PCR vorgeschaltet, um die gewonnene RNA in die stabilere cDNA
umzuwandeln. Die cDNA wird fur die TagMan®-PCR verwendet. Vor Beginn der RNA-
Extraktion erfolgte die Inkubation der Chorionkarzinomzellen mit den Substanzen.

3.3.2 Stimulation von BeWo und JEG-3 Zellen

Im Anschluss an die Zellpassagierung wurden 80.000 BeWo bzw. JEG-3 Zellen/ml
Medium separat in 24-Wellplatten ausgesat. Nachdem die Zellen nach 24h
angewachsen waren, wurde das alte Medium abgezogen und 1 ml frisches
angewarmtes Medium hinzugefugt. Dieses beinhaltete 10 nmol/ml von 9-cisRA bzw.
15d-J,. In den Kontroll-Wells erfolgte lediglich ein Mediumwechsel und die Zellen
wurden in Abwesenheit der Substanzen inkubiert. Das Ansetzten und die Stimulierung
der Zellen mit 9-cisRA erfolgte im abgedunkelten Raum und 9-cisRA wurde in
amberfarbenen 1,5 yl Reaktionsgefalen (Brand, Wertheim, Deutschland) aufbewabhrt,
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um eine Photodegradation zu vermeiden. Die Zelllinien wurden pro Substanz fir 2h,
3h, 4h, 6h bzw. 8h in den Wellplatten im Brutschrank inkubiert. Daraufhin erfolgte die
RNA Extraktion. Insgesamt erfolgten 6 voneinander unabhangige Zellstimulierungen
pro Zelllinie mit anschlieRender RNA Isolierung.

3.3.3 RNA Extraktion

Die lIsolierung der Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des NucleoSpin® RNAII Kits
(Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) durchgefihrt. Nach den jeweiligen
Inkubationszeiten von 2h, 3h, 4h, 6h und 8h wurde der Uberstand der Wellplatten
abgezogen, die Platten mit PBS gespuilt und 350 pyl RA1 Lysis Puffer auf die Zellen
pipettiert, um die angewachsenen Zellen und Zellverbéande zu lI6sen und die Zellen zu
lysieren. Das Losen der Zellen wurde durch das Birsten mit einem Zellscraper Uber
den Wellplattenboden unterstitzt. Das Zelllysat wurde abgezogen und pro Well in
RNAse-freie ReaktionsgefalRe Uberfihrt. Zur weiteren Zelllyse wurden dem Zelllysat
3,5 ul B-Mercaptoethanol hinzugefligt. AnschlieRend wurde ein NucleoSpin-Filter in ein
Sammelgefal® platziert, das Zelllysat darauf pipettiert und fur 1 min. bei 11.000g
zentrifugiert, um das Zelllysat zu filtern. Daraufhin wurde der NucleoSpin-Filter
verworfen und das Zelllysat mit 350 pl 70%-igem Ethanol vermischt. Nachdem das
Zelllysat auf die im Reaktionsgefal3 befindende NucleoSpin RNA 1l Saule pipettiert
wurde, folgte eine erneute Zentrifugation fur 30 sek. bei 11.000g. Dieser Schritt diente
zur Bindung der RNA an die Membran. Um die Silica Membran zu entsalzen, erfolgte
die Zugabe von 350 pyl Membran Desalting Buffer (MDB) auf die Saule mit einer
anschlielRenden Zentrifugation fir 1 min. bei 11.000g. Die Entsalzung erleichtert den
rDNAse Verdau. Daraufhin wurde der DNAse Mix fur den anschlieRenden DNA-Verdau
in einem sterilen Reaktionsgefald vorbereitet. Der DNAse Mix bestand pro isolierter
RNA Probe aus 10 pl rekonstruierter rDNAse und 90ul Reaktionspuffer. Von dem
DNAse Mix wurden 95 pul auf die Silica Membran platziert und fur 15 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgten drei Waschvorgange. Als erstes
wurden 200 pyl RA2 Wasch-Puffer auf die NucleoSpin® RNAII Saule pipettiert, die dann
fur 30 sek. bei 11.000g zentrifugiert wurde. Im Anschluss wurden 600 pl RA3 Wasch-
Puffer auf die NucleoSpin® RNAIlI Saule, die mittlerweile in ein neues Sammelgefal}
platziert wurde, pipettiert und fir 30 sek. bei 11.000g zentrifugiert. Um die Silica
Membran erneut zu waschen und zu trocknen, erfolgten die Zugabe von 250 pl RA3
Wasch-Puffer auf die NucleoSpin® RNAII Saule und eine 2 min. Zentrifugation bei
11.000g. Anschlie3end wurde die Saule in ein nucleasefreies
Mikrozentrifugenréhrchen platziert. Als finalen Schritt wurden 60 pl RNAse-freies
Wasser auf die Saule pipettiert und fur 1 min. bei 11.000g zentrifugiert. Dadurch wurde
die RNA eluiert. Die Mikrozentrifugenréhrchen wurden umgehend bei -80°C
eingefroren. Die Quantifizierung und Evaluation der Reinheit der gewonnenen RNA
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wurde mit einem NanoPhotometer™ anhand einer photometrischen Messung
bestimmit.

3.34 Reverse Transkription

In der Reversen Transkription wird die einstrangige RNA, die instabil ist, in die stabilere
copyDNA (cDNA) umgewandelt. Fur die Reverse Transkription wurde das High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Nach Auftauen der Kitkomponenten wurden diese fur 10 sek.
zentrifugiert und bis zu Versuchsbeginn im Eisblock kihl gestellt. Pro Reaktion wurden
10 pl mRNA und 10 pl des 2xRT-Mastermixes benétigt. Der 2xRT-Mastermix wurde
aus folgenden Komponenten hergestellt:

Komponente ‘ Volumen pro Probe (pl)
10x RT Buffer 2,0
25x dNTP Mix (100 mM) 0,8
Oligo-dT Primer 2,0
RNAse Inhibitor 1,0
Nuclease-freies Wasser 3,2
MultiScribe™™ Reverse Transkriptase 1,0
Gesamtvolumen pro Reaktion 10

Tabelle 4: Komponenten des 2xRT-Mastermixes

Abhangig von der Anzahl der mRNA-Proben wurde das notwendige Gesamtvolumen
des 2xRT-Mastermixes bestimmt. Pro Reaktion wurden 10 pl der mRNA und 10 ul des
2XRT-Mastermixes in ein 0,5 ml PCR Eppendorf Reaktionsgefal3 pipettiert und
vermischt. Die Reaktionsgefale wurden fur 10 sek. bei 11.000g zentrifugiert und in
einen Eppendorf Mastercycler® Gradienten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
platziert. Die mMRNA wurde im Mastercycler fur 10 min. bei 25°C, fur 2 h bei 37°C, fur 5
sek. bei 85°C inkubiert und abschlieRend bei 4°C abgekuhlt. Die gewonnene cDNA
wurde daraufhin bis zum Gebrauch bei -20°C eingefroren.

3.35 Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR)

Das Prinzip der quantitativen Real-time PCR (TagMan®-PCR) beruht auf der
guantitativen Bestimmung von Genen durch Vervielfaltigung eines cDNA Abschnitts.
Dabei wird die aus der Reversen Transkription erhaltene cDNA denaturiert und durch
Anhangen von komplementdren Basen zu Doppelstrangen vervielfaltigt. Mittels
Fluoreszenzmessung wird die Genexpression wahrend der PCR-Amplifikation
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bestimmt. Die Fluoreszenz steigt proportional mit der Zunahme der PCR-Produkte an.
Die Quantifizierung erfolgt anhand eines exponentiellen Anstiegs, der durch
Fluoreszenzsignale gemessen wird. Der Cycle Treshold Wert (Ct-Wert) bzw. der
Schwellenwert reprasentiert den Zyklus, in dem ein signifikanter Anstieg Uber die
Hintergrund-Fluoreszenz erstmalig auftritt.

Die TagMan®-PCR wurde in einer 96-Well Reaktions-Mikrotiter-Platte durchgefuhrt.
Das Reaktionsvolumen bestand pro Well aus 1 pl cDNA und 19 pl Mastermix. Als
Kontrolle wurde 1 pl cDNA durch 1 pl nukleasefreies Wasser ersetzt. Der Mastermix
wurde vor Beginn der Durchfihrung nach folgendem Schema hergestellt:

Komponente ‘ Volumen (ul) pro Probe

TagMan® Gene Expression Assay; 20x Konzentration (Primer) | 1,0

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix; 2x Konzentration 10,0

Nucleasefreies Wasser 8,0

Gesamtvolumen 19,0

Tabelle 5: Komponenten des Mastermixes fur die TagMan®-PCR

Fur die relative Quantifizierung der mRNA Sequenz wird eine interne Kontrolle bzw. ein
Referenz-Gen (Synonym: Housekeeping-Gen) bendtigt, das zur Normierung von
Abweichungen der RNA-Ausgangsmenge dient. Die Normierung wird als ACt-Wert
angegeben und dieser entsteht durch die Subtraktion des Ct-Wertes eines Referenz-
Gens vom Ct-Wert des untersuchten Gens. Referenzgene kodieren Proteine, die von
allen Zellen gleichm&Rig exprimiert werden und fir den Zellumsatz bedeutend sind.
Nach Austesten der Referenz-Gene Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) und beta-Actin (BACT) wurde GAPDH als endogene Kontrolle fur die
weiteren Versuche eingesetzt. Es wurden folgende 4 Primer als TagMan® Gene
Expression Assay herangezogen:

Primer Bestellnummer Exon Boundary

bei Applied Biosystems

RXRa Hs00172565_m1 5-6
ObR Hs00174492_m1 19-20
GAPDH Hs99999905_m1 3-3
BACT Hs99999903_m1 11

Tabelle 6: Verwendete Primer fir die TagMan®-PCR Die Primersequenzen wurden von der Zuliefer-
Firma nicht bekannt gegeben

Nachdem die Platte komplett pipettiert war, wurde eine MicroAmp® Abdeckfolie
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) zur Verhinderung von Kontaminationen
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und Austrocknung auf die 96-Well Mikrotiter-Platte geklebt, diese mit einem
MikroAmp® Adhesive Film Applikator auf der Platte fixiert und die Platte zur
Auswertung in das 7500 ABI PRISM Fast Real-Time PCR Gerat platziert. Das PCR-
Gerat fuhrte die PCR-Amplifikation unter folgenden thermischen Bedingungen durch:
Zu Beginn bei 95°C fir 20 sek., 40 Amplifikationszyklen bei 95°C fur 3 sek. und 30 sek.
bei 60°C.

3.3.6 Auswertung der Real-time PCR (TagMan®-PCR)

Die Genexpression von RXRa und ObR wird durch die x-fache Expression mit Hilfe
des 2**““Wertes angegeben. Der ACt Wert errechnet sich, indem der CT Wert der
endogenen Kontrolle vom CT Wertes des Zielgens subtrahiert wird. Den AACt Wert
erhalt man daraufhin aus der Subtraktion des ACt Wert des Kalibrators von dem ACt-
Wert der Probe.

3.4 Statistische Auswertung der Immunzytochemie, des Dot Blots, des
Western Blots und der TagMan®-PCR

Das SPSS/PC Software Paket (Version 15.1) (SPSS, Social Sciences Computer
Software Version, Chicago, USA) wurde fir die Sammlung, Prozessierung, statistische
Auswertung und Analyse der Daten verwendet. Der Wilcoxon-signed-rank Test wurde
zur statistischen Analyse herangezogen. Als statistisch signifikant wurden P-Werte, mit
p<0.05, erachtet.

3.5 Doppelimmunfluoreszenz

Ziel der Doppelimmunfluoreszenzfarbung war, die Expression der Antigene RXRa und
M30 CytoDEATH™ (M30) bzw. ObR und M30 in Abortplazenten und in kiinstlich
induzierten Beendigungen gesunder Schwangerschaften (Interruptiones), die als
Kontrolle dienten, zu bestimmen. Das Abort-Plazentagewebe entstammte Patientinnen,
die in der 7. bis 12. SSW einen Spontanabort erlitten und daraufhin eine
Abortkirretage erhalten hatten. Das Archiv der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, Klinikum der Universitat Minchen — Campus Innenstadt, stellte die
Paraffinschnitte der Abortplazenten zur Verfiigung. Die Interruptio Plazenten stammten
von Patientinnen, die einen freiwilligen Schwangerschaftsabbruch nach § 218/219 des
Strafgesetzbuches zwischen der 7. und 12. SSW bei einem niedergelassenen
Gynakologen durchfiihren lieBen. Beide Patientinnengruppen willigten zur
wissenschaftlichen Verwendung ihres Plazentagewebes ein. Die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen bewilligte die
Studie. Die Projektnummer lautet: 337-06. Es wurde keine hormonelle Vorbehandlung

der Patientinnen eingesetzt und die Interruptiones wurden durch eine komplette
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Abrasio der Plazenta und des Fetus ohne Saugkurretage durchgefihrt. Direkt im
Anschluss an die Gewebeextraktion der Abortplazenten sowie der Interruptio
Plazenten, wurden aus dem gesammelten Gewebe 5 pm dicke Gefrierschnitte mittels
eines Kryostaten hergestellt, getrocknet und in Aluminiumfolie verpackt bei -20°C
eingefroren.

Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung ermdglicht die gleichzeitige Darstellung von zwei
Antigenen. Das Prinzip der Farbung ist die Bindung zweier Primarantikorper
unterschiedlicher Spezies an zwei spezifische Antigene. Durch speziesspezifische
Fluorochrom-konjugierte Sekundérantikdrper, wird diese Bindung sichtbar gemacht.
Fluorochrome kdnnen Licht einer bestimmten Wellenléange absorbieren und Photonen
einer anderen Wellenlange emittieren. Die Lichtemission durch Molekile oder Atome,
die durch Aufnahme energiereicher Strahlen ausgeltst wird, bezeichnet man als
Fluoreszenz. Eine Priméarfluoreszenz ist die Eigenfluoreszenz eines Stoffes und eine
Sekundarfluoreszenz ist das sekundare Aufleuchten eines Fluorochroms durch
Energieanregung.

Die Inkubation von Abortplazenten aus dem 1. Trimenon mit Cytokeratin-7 (CK-7) und
Prolaktin in vorherigen Doppelimmunfluoreszenz-Versuchen [174] diente zur
Identifizierung bzw. zum Ausschluss von Extravilldsen Trophoblasten (EVT) der feto-
maternalen Interphase. Eine positive Anfarbung von Zellen mit CK-7 gilt als Marker fur
den Nachweis von EVT. Da Drisen im 1. Trimenon der Schwangerschaft ebenfalls
positiv auf CK-7 reagieren und EVT und Drisen strukturell verwechselbar sind, muss
ein zusatzlicher Marker fir EVT herangezogen werden. Hierzu dient Prolaktin. Zellen,
die zusatzlich negativ fur Prolaktin sind, kénnen als EVT identifiziert werden. RXRa-
und ObR-positive-Zellen wurden als EVT identifiziert.

Vor Beginn der Versuche wurden die in Aluminiumfolie aufbewahrten Gefrierschnitte
aufgetaut und anschlieBend fir mindestens 20 min. getrocknet. Die Gefrierschnitte
wurden daraufhin fir 10 min. in Aceton fixiert und erneut getrocknet. Nachdem die
Gefrier- und Paraffinschnitte fir 3 mal 2 min. in PBS gespult wurden, folgte bei
Raumtemperatur eine 15 minitige Inkubation mit Ultra V Block. Dieser blockiert die
unspezifische Bindung durch elektrostatische Ladungen im Gewebe und verhindert
somit unspezifische Anfarbungen. Im Anschluss wurde der Ultra V Block abgekippt.
Die Primarantikorper wurden ihrem Verdunnungsverhéltnis entsprechend vermischt.
Zum Nachweis des Antigens RXRa wurden die Schnitte fur 17h bei 4°C mit dem Anti-
RXRa polyklonalen Goat IgG Antikorper (Anti-p-RXRa) (AbD Serotec, Oxford,
England) (2 ug/ml) und dem M30 CytoDEATH™ monoklonalen Maus 1gG2b Antikérper
(Anti-M30) (Alexis, San Diego, USA) (0,125 pg/ml) inkubiert. Fur die Analyse von ObR
wurden der polyklonale Anti-humane Leptin Rezeptor polyklonale Ziege IgG Antikorper
(Anti-p-ObR) (2 pg/ml) mit dem monoklonalen Anti-M30 (0,125 ug/ml) fur 17h bei 4°C

in Dako Verdunnungsmedium inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die
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Schnitte erneut in 3 Durchgéngen jeweils 2 min. in PBS gespilt und daraufhin mit den
Sekundarantikdrpern, die mit Fluorochromen konjugiert sind, fir 30 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Ab dem Zeitpunkt, wo Fluorochrome zum Einsatz kamen,
musste der Versuch im Dunkeln stattfinden, damit die Fluorochrom-Lichtemission nicht
vorzeitig durch Licht zerféllt. Die mit den verschiedenen Fluorochromen konjugierten
Sekundarantikorper richten sich gegen die Tierspezies ihrer entsprechenden
Primarantikérper. Somit ist eine farblich unterschiedliche Markierung der Antigene
moglich. Fur die Doppelimmunfluoreszenzfarbungen wurden der Cy-2 (Carbocyanin)-
konjugierte Rabbit-Anti-Mouse IgG  Antikorper (3,2 pg/ml) und der Cy-3
(Indocarbocyanin)-konjugierte Donkey-Anti-Goat 1gG Antikorper (3,2 pg/ml), verdinnt
in Dako Verdiinnungsmedium, verwendet. Die Antigene RXRa und ObR werden durch
eine rot leuchtende Fluoreszenz und M30 durch eine grun leuchtende Fluoreszenz
sichtbar. Im Anschluss an die Applikation der Sekundarantikbrper wurden die Schnitte
3 mal 2 min. in PBS gespilt und daraufhin fir ca. 30 min. im Dunkeln getrocknet.
Eingedeckt wurde mit dem Kernfarbstoff 4‘6-diamino-2-phenylindole (DAPI) Mounting
Eindeckmedium, der den Kernfarbstoff enthalt und selektiv an die DNA bindet.
Nachdem die Schnitte mit Deckglas eingedeckt und dieses mit Nagellack fixiert
wurden, folgte die Auswertung der Praparate.

Ausgewertet wurde mit dem Fluoreszenz Axioskop Fotomikroskop (Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland). Dieses kann mit einer Quecksilberlampe ein
diskontinuierliches Licht erzeugen, welches ein definiertes Lichtspektrum bzw. eine
definierte Wellenlange abgibt. Anregungsfilter im Mikroskop ermdglichen das
Durchdringen von Licht einer bestimmten Wellenl&nge zu den Schnitten. Diese werden
dadurch mit einem Licht, das der Wellenl&nge des Fluorochroms entspricht, angeregt.
Zusatzlich existieren Emissionsfilter im Mikroskop, die die emittierende Wellenlange
durchlassen und das Anregungslicht zuriickhalten. Die Sekundarantikdrper
unterscheiden sich in ihren Absorptions- und Emissionsspektren ihres Fluorochroms.
Sie binden an die Epitope eines Primarantikérpers der entsprechenden Spezies, was
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar ist. Zur digitalen Bilderzeugung diente das digitale
Axiocam Kamerasystem (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Insgesamt wurden in
der Doppelimmunfluoreszenz 32 Plazenten pro Abort fur die jeweiligen
Doppelfarbungen (M30/RXRa und M30/ObR) und 32 Plazenten pro Interruptio fur die
Doppelfarbung (M30/RXRa und M30/ObR) analysiert.

Als Negativkontrolle wurden in der Doppelimmunfluoreszenz die Primarantikdrper Anti-
p-RXRa, Anti-p-ObR bzw. Anti-M30 mit PBS ersetzt, um zu Uberprifen ob der
Sekundarantikorper nicht durch unspezifische Bindung ein falsch positives Signal
erzeugt.
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351 Auswertung der Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Die Expression von RXRa und M30 bzw. ObR und M30 in EVT wurde mit einem
Fluoreszensmikroskop bei einer 40-fachen Vergrolerung ausgewertet. Zwei
unabhangige Beobachter bewerteten die Expression der Rezeptoren.
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4 Ergebnisse
4.1 Regulation der RXRa Protein- und mRNA-Expression
4.1.1 RXRa - Immunzytochemie

Die Immunzytochemie diente zur Detektion der RXRa Expression in Trophoblast- und
Chorionkarzinomzellen auf Proteinebene beeinflusst durch 9-cisRA, ATRA und 15d-J,.
Die Immunzytochemie stellt eine semi-quantitative Methode dar, da die
Anfarbungsintensitat der Zellen durch einen prozentualen Wert der Anfarbung ermittelt
wird. Zur Sicherstellung der tatséchlichen Rezeptorenexprimierung der untersuchten
Zellen wurden Positiv- sowie Negativkontrollen mitgefuhrt.

4.1.1.1 RXRa - Positiv- und Negativkontrollen

Als Positivkontrolle fir RXRa diente die Mammakarzinomzelllinie MCF-7, die RXRa
exprimiert [199]. Levenson und Jordan et al. (1997) haben MCF-7 Zellen als erste
Hormon-sensitive Mammakarzinomzelllinie etabliert, nachdem die Zellen 1970 einer
Patientin mit metastasiertem Mammakarzinom entnommen wurden [200]. Die MCF-7
Zellen wurden wie die Chorionkarzinom- und HVT-Zellen nach dem Farbeprotokoll von
RXRa aus 3.2.1.2 immunzytochemisch untersucht. Die Positivkontrollen sind in
Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Positivkontrollen von RXRa an MCF-7 Zellen a) RXRa Positivkontrolle an MCF-7 Zellen,
VergroRRerung: x6.8 b) RXRa Positivkontrolle an MCF-7 Zellen, x10 ¢) RXRa Paositivkontrolle an MCF-7-
Zellen, x25. Endkonzentration von Anti-RXRa: 5 pg/ml

Als Priméarantikdrper fur die Negativkontrolle wurde die Maus IgG Isotypen Kontrolle
verwendet. Die Negativkontrolle ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Negativkontrollen von RXRa an MCF-7 und JEG-3-Zellen a) RXRa Negativkontrolle,
MCF-7 Zellen, Maus IgG Isotypen Kontrolle, Vergrof3erung x6.8 b) RXRa Negativkontrolle , MCF-7 Zellen,
Maus IgG Isotypen Kontrolle, x10 ¢) RXRa Negativkontrolle, MCF-7 Zellen, Maus IgG Isotypen Kontrolle,
x25 d) RXRa Negativkontrolle, JEG-3, Maus IgG Isotypen Kontrolle, x10 e) RXRa Negativkontrolle, JEG-3
Zellen, Maus IgG Isotypen Kontrolle, x25. Endkonzentration von Maus 1gG Isotypen Kontrolle: 5 pg/ml

4.1.1.2 RXRa Proteinexpression in BeWo Zellen

Die Menge der unterschiedlichen Kernanfarbungsintensititen der Zellen (negativ,
schwach, maRig, stark) wurde in Prozent (%) angegeben. Der Mittelwert aus maRig bis
stark angefarbten BeWo Zellen (bzw. JEG-3 Zellen) (in %) wurde ermittelt und diente
als Referenzwert. Die Kernanfarbung reflektiert die Expression des Antigens RXRa. Je
intensiver die Intensitat der Kernanfarbung, desto starker die RXRa Proteinexpression.
Bei einer Konzentration von 10 nmol/ml induzierten 9-cisRA, ATRA und 15d-J, nach
Stimulation der BeWo Zellen fir 24h eine signifikante (p<0.001) Abnahme der RXRa
Proteinexpression im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 9). Die abgeschwéchte
Anfarbung der fur 24h mit 9-cisRA, ATRA und 15d-J, stimulierten BeWo Zellen, im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, ist in Abbildung 10 zu erkennen. Auffallend
ist das Fusionsverhalten der BeWo Zellen. Nach einer Inkubationszeit von 48h fiihrten
10 nmol/ml der jeweiligen Substanzen ebenfalls zu einer signifikanten Inhibierung der
RXRa Proteinexpression (Abbildung 11 und Abbildung 12). Von den drei verwendeten
Substanzen besal? 10 nmol/ml 9-cisRA nach 24h (Abbildung 9) und insbesondere nach
48h (Abbildung 11) den starksten Einfluss auf die Inhibierung der RXRa Expression.
Nach 48h fuhrten 10 nmol/ml 9-cisRA zu einer Abnahme des Mittelwertes der maRig-
bis stark angefarbten BeWo Zellen von 34,4% auf 2,3%. Eine 24-stiindige Inkubation
der BeWo Zellen mit 10 nmol/ml des Prostaglandins (Abbildung 9) und der Retinoide
(Abbildung 9) hatte einen geringeren Effekt auf die Reduktion der RXRa Expression als
eine Inkubation mit diesen fiir 48h (Abbildung 11).
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Immunzytochemie, RXRa, BeWo, 24h, 10 nmol/ml
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Abbildung 9: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von BeWo
Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fur 24h. Die Ergebnisse sind als Mittelwert méagig bis
stark angefarbter Zellen in Prozent dargestellt. Die drei Substanzen induzierten eine signifikante
(*, p<0.001) Reduktion der RXRa Proteinexpression. I::} = Abnahme der Expression
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Abbildung 10: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in BeWo Zellen nach Inkubation mit 10
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fur 24h a, c, e) BeWo Kontrolle, unstimuliert, 24h, b) Inkubation von
BeWo Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA fiir 24h, Vergroerung: x25 d) Inkubation von BeWo mit 10 nmol/ml
ATRA fir 24h, x25 f) Inkubation von BeWo mit 10 nmol/ml 15d-J; fiir 24h, x10.
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Immunzytochemie, RXRa, BeWo, 48h, 10 nmol/ml
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Abbildung 11: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von BeWo
Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fiir 48h. Eine 48 stiindige Inkubation von BeWo mit
10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; induzierte eine signifikante (*, p<0.001) Abnahme der RXRa
Expression.
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Abbildung 12: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in BeWo Zellen nach Inkubation mit 10
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fur 48h. a, c, e) BeWo Kontrolle, unstimuliert, 48h b) Inkubation von
BeWo mit 10 nmol/ml 9-cisRA fur 48h, VergréRerung: x25 d) Inkubation von BeWo mit 10 nmol/ml ATRA
fur 48h, x10 f) Inkubation von BeWo mit 10 nmol/ml 15d-J; flr 48h, x25.
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Im Anschluss an die Untersuchung des Einflusses von 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und
15d-J, auf die RXRa Expression in BeWo Zellen wurde zusétzlich die Wirkung der
Substanzen bei einer Konzentration von 1 nmol/ml auf die RXRa Expression in BeWo
Zellen untersucht. 9-cisRA fuhrte bei einer Konzentration von 1 nmol/ml zu einer
signifikanten (p<0.001) Abnahme der RXRa Proteinexpression in BeWo Zellen nach
24h sowie nach 48h. Dies ist aus Abbildung 13 und Abbildung 15 ersichtlich. Eine
Inkubation der BeWo Zellen mit 1 nmol/ml 15d-J, erbrachte weder nach 24h noch nach
48h einen Unterschied in der Intensitatsanfarbung der Zellen (Abbildung 14 e, f und
Abbildung 16 e, f). Somit war keine Veranderung in der RXRa Proteinexpression fur
15d-J;, erkennbar (Abbildung 13 und Abbildung 15). Nach 24h fuhrte 1 nmol/ml ATRA
in BeWo Zellen zu einer Reduktion der RXRa Expression, die sich jedoch als nicht
signifikant erwies (Abbildung 13, Abbildung 14 c, d). ATRA erreichte bei einer
Konzentration von 1 nmol/ml in BeWo Zellen erst nach 48h eine signifikante (p=0.042)
Inhibierung der RXRa Expression (Abbildung 16 c¢, d). Dabei induzierte ATRA eine
Abnahme der durchschnittlichen maRig bis stark angefarbten Zellen von 30,4% auf
26% (Abbildung 15).

Insgesamt hatten die Substanzen 9-cisRA, ATRA und 15d-J, bei einer Konzentration
von 10 nmol/ml einen starkeren Effekt auf die RXRa Proteinexpression in BeWo Zellen
als bei einer Konzentration von 1 nmol/ml. Somit konnte ein dosisabhangiger Effekt der
Retinoide und des Prostaglandins auf die RXRa Inhibierung festgestellt werden.
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Immunzytochemie, RXRa, BeWo, 24h 1 nmol/ml
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Abbildung 13: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von BeWo
Zellen mit 1 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fur 24h. 1 nmol/ml 9-cisRA fithrte nach 24h zu einer
signifikanten Reduktion von RXRa. ATRA und 15d-J; induzierten keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 14: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in BeWo Zellen nach Inkubation mit 1
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fur 24h a, c, e) BeWo Kontrolle, unstimuliert, 24h b) Inkubation von
BeWo mit 1 nmol/ml 9-cisRA fiir 24h, VergroéfRerung: x10 d) Inkubation von BeWo mit 1 nmol/ml ATRA fur
24h, x10 f) Inkubation von BeWo mit 1 nmol/ml 15d-J; fir 24h, x25.
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Immunzytochemie, RXR0, BeWo, 48h 1 nmol/ml
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Abbildung 15: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von BeWo
Zellen mit 1 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fir 48h. 1 nmol/ml 9-cisRA und 1 nmol/ml ATRA
induzierten eine signifikante Reduktion der RXRa Expression.
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Abbildung 16: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in BeWo Zellen nach Inkubation mit 1
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fur 48h. a, c, e) BeWo Kontrolle, unstimuliert, 48h b) Inkubation von
BeWo mit 1 nmol/ml 9-cisRA fiir 48h, VergroRerung: x25 d) Inkubation von BeWo mit 1 nmol/ml ATRA fur
48h, x25 f) Inkubation von BeWo mit 1 nmol/ml 15d-J; fir 48h, x25.
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4.1.1.3 RXRa Proteinexpression in JEG-3 Zellen

Wie bereits in der Chorionkarzinomzelllinie BeWo beobachtet werden konnte, flihrten
10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, sowohl nach 24h (Abbildung 17) wie nach 48h
(Abbildung 19) in JEG-3 Zellen ebenfalls zu einer signifikanten (p<0.001) Reduktion
der RXRa Proteinexpression. Der Gesamteffekt der drei verwendeten Substanzen auf
die Abnahme der RXRa Proteinexpression in JEG-3 Trophoblasttumorzellen kann in
folgender Reihenfolge mit absteigender Wirkung sortiert werden: 9-cisRA > ATRA >
15d-J,. Die signifikant verminderte Expression von RXRa in JEG-3 Zellen nach einer
Stimulationszeit von 24h bzw. 48h ist an der schwéacheren Anfarbung der stimulierten
Zellen im Vergleich zur starker angeféarbten Kontrolle in Abbildung 18 und Abbildung 20
erkennbar. 10 nmol/ml der Retinoide fuhrten bei einer Inkubationszeit von 48h
(Abbildung 19) zu einer starkeren Inhibierung der RXRa Expression als nach einer 24-
stiindigen Inkubation (Abbildung 17).

Nach 24h induzierte die Retinsaure 9-cisRA bei einer Konzentration von 1 nmol/ml eine
signifikante (p<0.001) Reduktion der RXRa Proteinexpression (Abbildung 21). Der
Durchschnitt der maRig bis stark angefarbten JEG-3 Zellen wurde durch 9-cisRA bei
einer Konzentration von 1 nmol/ml nach 24h von 28,5% auf 7,7% reduziert (Abbildung
21). Nach 48h fuhrte 1 nmol/ml 9-cisRA ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der
RXRa Proteinexpression (Abbildung 23). Dies ist in Abbildung 24 a und b durch die
schwachere Anfarbung der stimulierten JEG-3 Zellen im Vergleich zu den Kontrollen
verdeutlicht. 1 nmol/ml ATRA flhrte in JEG-3 Zellen nach 24h sowie nach 48h zu einer
signifikanten (p<0.001) Inhibierung der RXRa Expression. Der Unterschied der RXRa
Expression der BeWo Zellen, die mit 1 nmol/ml ATRA stimuliert wurden, im Vergleich
zu der RXRa Expression in den unbehandelten JEG-3 Zellen, ist fir eine
Inkubationszeit von 24h in Abbildung 22 (c und d) und fir eine Inkubationszeit von 48h
in Abbildung 24 (c und d) erkennbar. Das Prostaglandin 15d-J, beeinflusste die RXRa
Expression in BeWo Zellen bei einer Konzentration von 1 nmol/ml weder nach 24h
noch nach 48h. In Abbildung 22 und Abbildung 24, jeweils e und f, ist keine
Verédnderung der Anfarbungsintensitat der JEG-3 Zellen bedingt durch 1 nmol/ml 15d-
J, zu erkennen.
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Immunzytochemie, RXRa, JEG-3, 24h, 10 nmol/ml
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Abbildung 17: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von JEG-3
Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fiir 24h. Die RXRa Proteinexpression in JEG-3 Zellen

wurde durch die Inkubation mit 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; signifikant reduziert.

@ X

%
%
- -us‘.r"

L)
o
q‘

e
Abbildung 18: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in JEG-3 Zellen nach Inkubation mit 10
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; flir 24h a, c, e) JEG-3 Kontrolle, unstimuliert, 24h b) Inkubation von
JEG-3 mit 10 nmol/ml 9-cisRA fur 24h, Vergrof3erung: x25 d) Inkubation von JEG-3 mit 10 nmol/ml ATRA
fur 24h, x10 f) Inkubation von JEG-3 mit 10 nmol/ml 15d-J; fir 24h, x25.
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Abbildung 19: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von JEG-3
Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fiir 48h.
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Abbildung 20: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in JEG-3 Zellen nach Inkubation mit 10
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fur 48h a, c, e) JEG-3 Kontrollen, unstimuliert, 48h b) Inkubation
von JEG-3 mit 10 nmol/ml 9-cisRA furr 48h, VergréRerung: x25 d) Inkubation von JEG-3 mit 10 nmol/ml
ATRA fur 48h, x10 f) Inkubation von JEG-3 mit 10 nmol/ml 15d-J, flr 48h, x10.
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Immunzytochemie, RXRa, JEG-3, 24h, 1 nmol/ml
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Abbildung 21: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von JEG-3
Zellen mit 1 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fur 24h. 9-cisRA und ATRA induzierten eine
signifikante Reduktion der RXRa Expression.
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Abbildung 22: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in JEG-3 Zellen nach Inkubation mit 1
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J; fir 24h a, c, e) JEG-3 Kontrolle, unstimuliert, 24h b) Inkubation von
JEG-3 mit 1 nmol/ml 9-cisRA flr 24h, VergréRerung: x10 d) Inkubation von BeWo mit 1 nmol/ml ATRA fiir
24h, x25 f) Inkubation von JEG-3 mit 1 nmol/ml 15d-J; flr 24h, x10.
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Immunzytochemie, RXRd, JEG-3, 48h, 1 nmol/ml
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Abbildung 23: Immunzytochemische Auswertung der RXRa Expression nach Inkubation von JEG-3
Zellen mit 1 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fir 48h.
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Abbildung 24: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in JEG-3 Zellen nach Inkubation mit 1
nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fir 48h a, c, e) JEG-3 Kontrolle, unstimuliert, 48h b) Inkubation von
JEG-3 mit 1 nmol/ml 9-cisRA fiir 48h, VergroRerung: x10 d) Inkubation von JEG-3 mit 1 nmol/ml ATRA fur
48h, x25 f) Inkubation von JEG-3 mit 1 nmol/ml 15d-J fur 48h, x10.
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4.1.1.4 RXRa Expression in HVT

In humanen villdsen Trophoblasten (HVT) induzierten die Retinoide 9-cisRA und ATRA
und der PPARYy Ligand 15d-J, bei einer Konzentration von 10 nmol/ml und nach einer
Inkubationszeit von 72h eine signifikante (p<0.05) Reduktion der RXRa
Proteinexpression (Abbildung 25). Somit konnte eine Liganden-abhé&ngige Inhibierung
der RXRa Expression in primaren  Trophoblastkulturen sowie in
Chorionkarzinomzelllinien beobachtet werden. Fir die immunzytochemische Analyse
wurde der prozentuale Anteil der 1-fach positiv angefarbten HVT der stimulierten und
der unbehandelten HVT verglichen. Die Kontrolle weist im Vergleich zu den
stimulierten HVT einen hoheren Anteil positiv angefarbter Zellen auf (

Abbildung 26). Retinoide hatten einen starkeren Einfluss auf die Reduktion der RXRa
Expression in HVT als der PPARy-Agonist 15d-J,.
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Immunzytochemie, RXRa, HVT, 72h, 10 nmol/ml
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Abbildung 25: Immunzytochemische Analyse der RXRa Expression nach Inkubation von HVT-
Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA, ATRA und 15d-J, fur 72h. Die drei Substanzen induzierten eine
signifikante Abnahme der RXRa Expression

‘vg‘-".ﬁ
™
& o
a b
» > »
# v
. . A
% s -: .';.o ! 2
* -‘,"\
P .
L c i d
-
¢7
e : ¢ f

Abbildung 26: Digitale Aufnahmen der RXRa Expression in HVT nach Inkubation mit 10 nmol/ml| 9-
cisRA, ATRA und 15d-J; fur 72h. a, ¢, €) HVT Kontrolle, unstimuliert, 72h b) Inkubation von HVT mit 10
nmol/ml 9-cisRA fiir 72h, VergrofRerung: x25 d) Inkubation von HVT mit 10 nmol/ml ATRA fir 72h, x10 f)
Inkubation von HVT mit 10 nmol/ml 15d-J; fiir 72h, x25.
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41.2 RXRa — Western Blot von BeWo und JEG-3 Zellen

Der Western Blot stellt zusatzlich zu der Immunzytochemie eine Nachweismethode der
RXRa Expression auf Proteinebene dar. Die Ergebnisse des Western Blots sind in
Abbildung 27 dargestellt. In BeWo Zellen generierte RXRa eine Proteinbande bei einer
molekularen Masse von 60 kDa, der sich Uber dem Richtwert 55 kDA befindet
(Abbildung 27 a). Die linke Bande des Western Blots représentiert die unstimulierten
BeWo Zellen und die rechte Bande reprasentiert die BeWo Zellen, die fir 48h mit 10
nmol/ml 9-cisRA behandelt wurden (Abbildung 27 a). Es kann eine starkere Anféarbung
der Kontrolle im Vergleich zu den stimulierten BeWo Zellen detektiert werden
(Abbildung 27 a). Diese Beobachtung wurde mittels der Bio-Rad Quantity One®
Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) quantifiziert. Als Standardprobe
diente B-Actin (BACT). Die Anfarbungsintensitdit der RXRa Proteinbanden von
stimulierten und unstimulierten BeWo Zellen wurde als prozentuale Expression in
Bezug auf die B-Actin Expression angegeben und als RXRa/BACT-Quotient dargestellt.
Eine Reduktion des RXRa/BACT-Quotienten von 1,0 der Kontrolle auf 0,39 der mit 9-
cisRA behandelten BeWo Zellen wurde ermittelt (Abbildung 27 b). Somit fiihrten 10
nmol/ml 9-cisRA nach einer Inkubationszeit von 48h zu einer signifikanten (p=0.043)
Reduktion der RXRa Proteinexpression in BeWo Zellen (Abbildung 27 b).

Der Western Blot der RXRa Expression in JEG-3 Zellen ist in Abbildung 27 c
dargestellt. In JEG-3 Zellen generierte RXRa eine Proteinbande bei einer molekularen
Masse von 60 kDa. Die linke Bande, welche die RXRa Proteinexpression der Kontrolle
reprasentiert, ist intensiver angefarbt als die rechte Bande, welche die RXRa
Proteinexpression der mit 10 nmol/ml 9-cisRA und fir 48h stimulierten BeWo Zellen
darstellt (Abbildung 27 c). Mittels der quantitativen Bio-Rad Quantity One® Software
(Bio-Rad Laboratories) konnte eine signifikante (p=0.028) Reduktion der RXRa
Expression in JEG-3 Zellen nach einer Inkubation mit 10 nmol/ml 9-cisRA fir 48h
detektiert werden (Abbildung 27 d). Die Anfarbungsintensitat der RXRa Proteinbanden
in stimulierten und unstimulierten JEG-3 Zellen, die als Flache (mm?) angegeben ist,
wurde gegenltber der BACT Anfarbungsintensitdt normiert. Eine Abnahme des
RXRa/BACT-Quotienten von 1,0 der Kontrolle auf 0,5 der mit 9-cisRA behandelten
JEG-3 Zellen wurde ermittelt.
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Abbildung 27: Western Blot der RXRa Expression in BeWo und JEG-3 Zelllysaten a) Die linke Bande
des Western Blots reprasentiert die unstimulierten BeWo Zellen und die rechte Bande représentiert die mit
10 nmol/ml 9-cisRA und fiir 48h stimulierten BeWo Zellen. ¢) Die linke Bande reprasentiert die Jeg-3
Kontrollen und die rechte Bande reprasentiert die JEG-3 Zellen, die mit 10 nmol/ml 9-cisRA fiur 48h
stimuliert wurden. b, d) Die Quantifizierung der Western Blots wurde mit der Bio-Rad Quantity One®
Software (Bio-Rad Laboratories) durchgefihrt.

4.1.3 RXRa — Quantitative Real-time Polymerase-Kettenreaktion (TagMan®-
PCR)

Mittels Immunzytochemie (4.1.1.2, 4.1.1.3) und Western Blot (4.1.2) konnte eine
signifikante Reduktion der RXRa Proteinexpression in BeWo und JEG-3 Zellen
induziert durch die Vitamin-A-Séaure Derivate 9-cisSRA und ATRA und das
Prostaglandin 15d-J, demonstriert werden. Die Substanzen fihrten somit zu einer
Abnahme der RXRa Expression auf Translationsebene. BeWo und JEG-3 Zellen
wurden erneut mit 10 nmol/ml 9-cisRA und 15d-J, stimuliert und mittels quantitativer
Real-time PCR (TagMan®-PCR) analysiert, um den Effekt der Substanzen auf die
Transkription von RXRa zu untersuchen.
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4.1.3.1 RXRa mRNA Expression in BeWo und JEG-3 Zellen

Die immunzytochemischen Ergebnisse der RXRa Expression in BeWo und JEG-3
Zellen konnten auf mMRNA Ebene mit Hilfe der quantitativen TagMan®-PCR verifiziert
werden.

Die Behandlung von BeWo Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA induzierte bei einer
Inkubationsszeit von 4h eine signifikante (p=0.002) Erniedrigung der RXRa mRNA
Expression auf 47,2% im Vergleich zu den unstimulierten BeWo Zellen (100%)
(Abbildung 28). Somit wurde die RXRa mRNA Expression durch 9-cisRA um Uber die
Halfte der initialen Menge reduziert. 10 nmol/ml der Substanz 15d-J, verursachten in
BeWo Zellen nach einer Inkubationszeit von 4h ebenfalls eine signifikante (p=0.01)
Reduktion der RXRa mRNA von 100% auf 67,3% (Abbildung 29).

In JEG-3 Zellen fuhrten 9-cisRA und 15d-J, bei einer Konzentration von 10 nmol/ml und
nach einer 8-stiindigen Inkubation zu einer signifikanten Erniedrigung der RXRa mRNA
Expression. Die Substanz 9-cisRA reduzierte die RXRa mRNA Expression von 100%
der unbehandelten Zellen auf 65,6% (Abbildung 30) und 15d-J, reduzierte die RXRa
MRNA Expression auf 84,0% (Abbildung 31). Die Reduktion der RXRa mRNA
Expression war in BeWo Zellen starker ausgepragt als in JEG-3 Zellen. In
Ubereinstimmung mit den immunzytochemischen Ergebnissen hatte 9-ciSRA von den
drei gestesteten Substanzen die starkste Auswirkung auf die Reduktion der RXRa
MRNA Expression. Da die Abnahme der RXRa mRNA Expression in BeWo Zellen
nach 4h und in JEG-3 Zellen erst nach 8h erfolgte, findet die RXRa mRNA Synthese in
BeWo Zellen auf Grund einer unterschiedlichen Zeitkinetik vermutlich friher statt als in
JEG-3 Zellen.
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Abbildung 28: Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) Auswertung der RXRa mRNA
Expression in BeWo Zellen nach Inkubation mit 10 nmol/ml 9-cisRA fiir 4h. Signifikante Reduktion
der RXRa mRNA Expression nach 4h durch 9-cisRA. Als Referenzgen (=Housekeeping-Gene) diente
GAPDH.
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Abbildung 29: Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) Auswertung der RXRa mRNA
Expression in BeWo Zellen nach Inkubation mit 10 nmol/ml 15d-J, fur 4h. Signifikante Reduktion der
RXRa mRNA Expression nach 4h durch 15d-J,. Als Referenzgen (=Housekeeping-Gene) diente GAPDH.

TaqMan®-PCR, RXRa, JEG-3, 9-cisRA, 8h
£ 12 -
w *, p=0.023 |
¢ 1
=
S 0,8 -
3
= 06 -
£
£ 04 -
E 0,2 -
=
[¥]
S0 4 .
= Kontrolle 10 nmol/ml 9cis-RA

Abbildung 30: Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) Auswertung der RXRa mRNA
Expression in JEG-3 Zellen nach Stimulation mit 10 nmol/ml 9-cisRA fir 8h. Signifikante Reduktion
der RXRa mRNA Expression nach 8h durch 9-cisRA. Als Referenzgen (=Housekeeping-Gene) diente
GAPDH.
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Abbildung 31: Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) Auswertung der RXRa mRNA
Expression in JEG-3 Zellen nach Stimulation mit 10 nmol/ml 15d-J; fur 8h. Signifikante Reduktion der
RXRa mRNA Expression nach 8h durch 15d-J,. Als Referenzgen (=Housekeeping-Gene) diente GAPDH.

4.2 Regulation der Leptin Rezeptor Expression in BeWo und JEG-3 Zellen

In Abortplazenten werden RXRa sowie der Leptin Rezeptor (ObR) vermehrt exprimiert.
In Erganzung zur Analyse der Regulation der RXRa Expression galt als weiteres Ziel
dieser Studie die Untersuchung der Regulation von ObR in Trophoblastmodell-Zellen.
BeWo und JEG-3 Zellen wurden mit 9-cisRA und 15d-J, stimuliert und die Expression
von ObR in den genannten Zellen immunzytochemisch ausgewertet. Die
Trophoblasttumorzellen wurden mit 10 nmol/ml der jeweiligen Substanzen stimuliert,
da bei dieser Konzentration der starkste Einfluss auf die RXRa Expression beobachtet

werden konnte.

42.1 Leptin Rezeptor — Immunzytochemie

Die Immunzytochemie weist die ObR Expression in den Chorionkarzinomzellen auf
Proteinebene nach. Wie fur die Analyse von RXRa (siehe 4.1.1.1) wurden Positiv- und
Negativkontrollen zum Ausschluss einer unspezifischen Anfarbung der untersuchten
Zellen parallel durchgeftihrt.

4.2.1.1 Leptin Rezeptor — Positiv- und Negativkontrollen

MCF-7 Zellen dienten, wie bereits in der immunzytochemischen Analyse der RXRa
Proteinexpression, als Positivkontrolle fir den Leptin Rezeptor (ObR), da MCF-7 Zellen
ebenfalls ObR exprimieren [201] (Abbildung 32 a, b). Als Negativkontrolle wurde die
Maus 1gG Isotypen Kontrolle verwendet und auf MCF-7, BeWo und JEG-3 Zellen
appliziert (Abbildung 32 c, d).
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: C d
Abbildung 32: Positiv- und Negativkontrollen von ObR a) ObR Positivkontrolle an MCF-7-Zellen,
VergréRerung: x10 b) ObR Positivkontrolle an MCF-7-Zellen, x25 ¢) ObR Negativkontrolle an MCF-7
Zellen, Maus 1gG Isotypen Kontrolle, x10 d) ObR Negativkontrolle an MCF-7 Zellen, Maus IgG Isotypen
Kontrolle, x25. Endkonzentration ObR Positivkontrolle: 8,3 pg/ml. Endkonzentration von ObR Positiv- und
Negativkontrolle: 8,3 pg/ml

4.2.1.2 Leptin Rezeptor Expression in BeWo und JEG-3 Zellen

BeWo und JEG-3 Zellen wurden mit 10 nmol/ml 9-cisRA und 15d-J, fir 24h und 48h
stimuliert und mit dem monoklonalen Antikérper Anti-ObR gemafd dem Farbeprotokoll
(siehe 3.2.1.2) immunzytochemisch ausgewertet. Da ObR ein membranstandiger
Rezeptor ist und die Zellen einen Monolayer auf den Objekttragern bilden, besitzen die
ObR-exprimierenden Zellen in der immunzytochemischen Farbung unterschiedlich
groRe Oberflachen. Die voneinander abweichende Anfarbung der Zellen erschwerte
die Auswertung der immunzytochemischen Analyse des ObR Antigens.

In Abbildung 33 ist eine variierende ObR Expression der mit 9-cisRA stimulierten
BeWo Zellen zu erkennen. Es war sowohl eine vermehrte, verminderte sowie
unveranderte ObR Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erkennbar. Da
keine  einheitliche  Expressionsverdnderung ersichtlich  war, konnte die
immunzytochemische Analyse nicht zur Auswertung der ObR Proteinexpression in
BeWo Zellen herangezogen werden. Fur die mit 10 nmol/ml 15d-J, stimulierten BeWo
Zellen war kein Unterschied in der Anfarbung bzw. in der ObR Expression im Vergleich
zur Kontrolle zu beobachten.
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Abbildung 33: Digitale Aufnahme der immunzytochemischen Analyse der ObR Expression in BeWo
Zellen nach Inkubation mit 10 nmol/ml 9-cisRA a) BeWo Kontrolle, unstimuliert, 24h, Vergré3erung:
x10. b,c,d) Inkubation von BeWo Zellen mit 10 nmol/ml 9-cisRA fir 24h, x10.

In JEG-3 Zellen erwies sich die immunzytochemische Farbung der ObR Expression
ebenfalls als schwierig. In sechs voneinander unabhangigen Farbungen der JEG-3
Zellen mit dem Primérantikorper Anti-ObR konnten stark voneinander abweichende
Resultate der ObR Proteinexpression nach Behandlung mit 15d-J, und 9-cisRA
nachgewiesen werden. Von den mit 10 nmol/ml 9-cisRA stimulierten JEG-3 Zellen
ergaben drei voneinander unabhangige Auswertungen eine signifikante Zunahme der
ObR Expression, wahrend drei weitere Untersuchungen eine signifikante Abnahme der
ObR Expression hervorriefen. In Abbildung 34 sind Beispiele der variierenden ObR
Expression von den mit 10 nmol/ml 9-cisRA behandelten JEG-3 Zellen dargestellt. Die
Beeinflussung der ObR Expression in JEG-3 Zellen durch 10 nmol/ml 15d-J, war in der
Immunzytochemie ebenfalls nicht auswertbar (daher nicht dargestellt).

Die immunzytochemische Analyse kann somit nicht als Nachweismethode der ObR
Proteinexpression in Trophoblasttumorzellen nicht angewendet werden. Aufgrund der
indifferenten immunzytochemischen Ergebnisse der ObR Expression in stimulierten
BeWo und JEG-3 Zellen war es notwendig, eine alternative Nachweismethode der
ObR Expression auf Proteinebene anzuwenden. Hierzu diente der Dot Blot, der mit
Hilfe eines Graphikprogramms eine quantitative Auswertung der ODbR
Proteinexpression ermoglicht.
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Abbildung 34: Digitale Aufnahme der immunzytochemischen Analyse der ObR Expression in JEG-3
Zellen nach Inkubation mit 10 nmol/ml 9-cisRA a) JEG Kontrolle, unstimuliert, 24h, VergréRerung: x10.
b,c,d) Inkubation von JEG-3 mit 10 nmol/ml 9-cisRA fiir 24h, x10.

4.2.2 Leptin Rezeptor — Dot Blot

Fur den Nachweis von ObR im Dot Blot wurden zuvor JEG-3 und BeWo Zellen fur 24h
mit 10 nmol/ml 9-cisRA und 15d-J, stimuliert (3.2.2.1). Daraufhin wurde die
Proteinmenge der stimulierten Zellen und der Kontrollen mittels Bradford Assay zur
Berrechnung der notwendigen Verdinnungen der Proben mit dem Zelllyse-Puffer
bestimmt (siehe 3.2.2.2). Zur Auswertung der Dot Blots diente das quantitative Gimp®
Graphik-Programms. Die verwendeten Werkzeuge und die Auswertungsmethode des
Programms Gimp® sind in Abbildung 38 als Screenshot dargestellt. Die Punkte im Dot
Blot wurden mit einem epiliptischen Auswahlwerkzeug markiert. Anhand eines Gimp®
Histogramms wurde die Helligkeitsverteilung der einzelnen Dots auf einer Grauskala
als sog. Durchschnittswert dargestellt. Die Skala rangiert von 0 — welches durch
schwarze Pixel kodiert wird — bis zu einem Zahlenwert von 255 — dieser wird durch
weil3e Pixel kodiert. Umso héher der angegebene Durchschnittswert der Grauskala ist,
desto niedriger ist die ObR Expression. Somit konnten die Helligkeitsintensitaten der
Kontroll- und der stimulierten Felder der Dot Blots, die die ObR Expression
wiederspiegeln, quantitativ verglichen werden. In Abbildung 35 und Abbildung 37 sind
die Helligkeitsverteilungen der Felder im Dot Blot invertiert dargestellt (0O=weil3,
255=schwarz), um graphisch zu demonstrieren, dass ein erhohter Zahlenwert eine
vermehrte ObR Expression reprasentiert. In Abbildung 36 ist zu erkennen, dass die
Punkte der Kontrollen heller sind als die mit 9-cisRA stimulierten JEG-3 Zellen. Durch
Verwendung des Gimp® Programms wurde diese Beobachtung validiert. Somit fihrten
10 nmol/ml 9-cisRA nach einer Inkubationszeit von 24h zu einer signifikanten
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(p=0.043) Zunahme der ObR Proteinexpression in JEG-3 Zellen, wie dies aus
Abbildung 35 ersichtlich ist. 15d-J, fuihrte bei einer Konzentration von 10 nmol/ml und
nach 24h in JEG-3 Zellen ebenfalls zu einer vermehrten Proteinexpression von ObR.
Diese Erhohung erwies sich jedoch als nicht signifikant.

Die ObR Proteinexpression in BeWo Zellen wurde ebenfalls mittels Dot Blot bestimmt.
Hierbei fuhrten 10 nmol/ml 9-cisRA nach 24h zu einer Erhoéhung der ObR
Proteinexpression im Dot Blot (Abbildung 37). Der Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle war jedoch nicht signifikant (p=0.068). Das Prostaglandin 15d-J, wies im Dot
Blot indifferente Ergebnisse der ObR Expression in BeWo Zellen auf und wurde
deshalb nicht zur Auswertung herangezogen.
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Abbildung 35: Dot Blot Auswertung der ObR Expression nach Inkubation von JEG-3 Zellen mit 10
nmol/ml 9-cisRA fur 24h. Die Helligkeitsverteilung ist intervertiert dargestellt.

N\
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Kontrolle 9cis-RA 9cis-RA 15d-J2

Abbildung 36: Darstellung Dot Blot von JEG-3 Zellen. Inkubation von JEG-3 Zellen mit 10 nmol/ml 9-
CisRA und 15d-J; fur 24h.
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Abbildung 37: Dot Blot Auswertung der ObR Expression nach Inkubation von BeWo Zellen mit 10
nmol/ml 9-cisRA fiir 24h. Die Helligkeitsverteilung ist invertiert dargestellt.
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Abbildung 38: Darstellung (Screenshot) der Auswertung der Helligkeitsverteilung der Punkte im
Dot Blot mittels des Gimp® Graphikprogramms.
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4.2.3 Leptin Rezeptor — Real-time Polymerase-Kettenreaktion (TagMan®-
PCR)

Zusatzlich zur Immunzytochemie und dem Dot Blot, die die ObR Expression auf
Proteinebene darstellen, wurde die ObR Expression auf mRNA-Ebene mittels Real-
time PCR (TagMan®-PCR) analysiert. Diese weist die mRNA Expression von
Antigenen auf transkriptionaler Ebene nach.

4.2.3.1 Leptin Rezeptor mMRNA Expression in JEG-3 und BeWo Zellen

In der quantitativen TagMan®-PCR fiihrten 10 nmol/ml 9-cisRA zu einer signifikanten
(p=0.027) Erhdéhung der ObR mRNA Expression (Exon Boundary: 19-20) in JEG-3
Zellen. Das Exon Boundary 19-20 reprasentiert den intakten ObR im Abort. Die
Hochregulierung erfolgte nach einer Inkubationszeit von 4h. Die Expression der ObR
MRNA stieg von 100% der unbehandelten JEG-3 Zellen auf 180% der mit 10 nmol/ml
9-cisRA stimulierten Zellen (Abbildung 39). Somit wird ObR sowohl auf Proteinebene,
wie mittels der Dot Blot Methode demonstriert werden konnte, als auch auf mRNA
Ebene in JEG-3 Zellen produziert. 15d-J, hatte in der quantitativen TagMan®-PCR
keinen Einfluss auf die ObR mRNA Expression.
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Abbildung 39: Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) Auswertung der ObR mRNA Expression
in JEG-3 Zellen nach Stimulation mit 10 nmol/ml 9-cisRA. Als Referenzgen (=Housekeeping-Gen)
diente GAPDH.

Der Nachweis der mRNA Expression des intakten ObR in BeWo Zellen nach
Stimulation mit 10 nmol/ml 9-cisRA fir 4h wies ebenfalls eine verstarkte Expression
der ObR mRNA auf, die jedoch keinen signifikanten Unterschied erbrachte (p=0.916)
(Abbildung 40). Sowohl im Dot Blot wie in der TagMan®-PCR fihrte 9-cisRA somit
zwar zu einer Erhéhung der ObR mRNA Expression in BeWo Zellen, die sich jedoch in
beiden Methoden als nicht signifikant erwies. Nach Inkubation mit 10 nmol/ml 15d-J,
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konnte keine signifikante Veranderung der ObR mRNA Expression in der TagMan®-
PCR festgestellt werden.
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Abbildung 40: Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) Auswertung der ObR mRNA Expression
in BeWo Zellen nach Stimulation mit 10 nmol/ml 9-cisRA fur 4h. Als Referenzgen (=Housekeeping-
Gene) diente GAPDH.

4.3 Doppelimmunfluoreszenz

In vorherigen Studien von Minas und Jeschke et al. (2007) konnte eine Assoziation
zwischen Aborten und einer vermehrten Expression von apoptotischen EVT identifiziert
werden [191]. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie beinhaltete daher, die
Expression der zu untersuchenden Rezeptoren, RXRa und ObR, in Abortplazenten zu
analysieren. Als Untersuchungsmethode wurde die Doppelimmunfluoreszenz
verwendet.

Der Apoptosemarker M30 CytoDEATH™ (M30) detektiert Apoptoseprozesse in
epithelialen Zellen und Gewebe und erkennt Spaltprodukte von CK-18 [202]. Mittels
Doppelimmunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die interstitiellen EVT der
Abortplazenten aus dem 1. Trimenon RXRa bzw. ObR exprimieren. Diese sind jeweils
mit dem Sekund&rantikbrper Cy-3 markiert und rot dargestellt (Abbildung 41 a und
Abbildung 42 a). Dieselben EVT exprimieren zusatzlich den Apoptosemarker M30, der
mit Cy-2 markiert und grin angefarbt ist (Abbildung 41 b und Abbildung 42 b). Die
Dreifachfilterung zeigt eine simultane Expression von M30 und RXRa bzw. M30 und
ObR in EVT von Abortplazenten (Abbildung 41 c¢ und Abbildung 42 c). Die Co-
Expressionen sind durch die Fusion des grinen und roten Farbstoffes als gelbe
Anfarbung erkennbar.

EVT von Plazenten legal induzierter Schwangerschaftsabbriiche exprimieren ebenfalls
RXRa (Abbildung 41 d und Abbildung 42 d). Sie sind mit dem Sekundarantikorper Cy-3
markiert und rot dargestellt. Einige der EVT von Interruptio Plazenten sind grin
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dargestellt und exprimieren den Apoptosemarker M30 (hellblauer Pfeil in Abbildung 41
e und Abbildung 42 e). In der Dreifachfilterung der Plazenten konnte keine simultane
Expression von M30 und RXRa bzw. M30 und ObR detektiert werden. Somit sind die
EVT von Plazenten normaler Schwangerschaften, die RXRa bzw. ObR exprimieren,
nicht apoptotisch.

Zusammenfassend exprimieren apoptotische interstitielle EVT die Rezeptoren RXRa
und ObR. Die blaue Anfarbung der Zellkerne resultiert aus dem Dapi enthaltenden
Eindeckmedium. Dieses bindet selektiv an die DNA.

a b C

d e f
Abbildung 41: Doppelimmunfluoreszenz-Farbung mit den Primé&rantikdrpern M:SO-CytoDEATHTNI
(M30) und dem polyklonalen Anti-RXRa a) RXRa ist mit dem Cy-3-Sekundérantikdrper markiert und rot
angefarbt. RXRa wird von EVT in Abortplazenten exprimiert. b) Die grine Anfarbung repréasentiert den
Apoptosemarker M30, der mit dem Cy-2 Antikdrper markiert ist. ¢) Die Dreifachfilterung zeigt eine
simultane Expression von M30 und RXRa in EVT von Abortplazenten. Die Co-Expression ist durch den
weillen Pfeil gekennzeichnet. d) RXRa wird von EVT in Plazenten normaler Schwangerschaften exprimiert
und ist rot angefarbt. ) Der griin markierte M30 Antikdrper wird von einigen EVT in Interruptio-Plazenten

exprimiert (hellblauer Pfeil). In EVT von Interruptio Plazenten kann keine simultane Expression von RXRa
und M30 detektiert werden. Die Fluoreszenzbilder wurden bei einer x40 VergréRerung aufgenommen.
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Abbildung 42: Doppelimmunfluoreszenz-Farbung mit den Priméarantikérpern M?;O-CytoDEATHT'VI
(M30) und des polyklonalen Anti-ObR a) ObR ist mit dem Cy-3-Sekundarantikdrper markiert und rot
angefarbt. RXRa wird von EVT in Abortplazenten exprimiert. b) Die griine Anfarbung repréasentiert den
Apoptosemarker M30, der mit dem Cy-2 Antikdrper markiert ist. c) Die Dreifachfilterung zeigt eine
simultane Expression von M30 und ObR in EVT von Abortplazenten. Die Co-Expression ist durch den
weilen Pfeil gekennzeichnet. d) ObR wird von EVT in Plazenten normaler Schwangerschaften exprimiert
und ist rot angefarbt. e) Der griin markierte M30 Antikérper wird von einigen EVT in Interruptio-Plazenten
exprimiert (hellblauer Pfeil). In EVT von Plazenten normaler Schwangerschaften kann keine simultane
Expression von ObR und M30 detektiert werden. Die Fluoreszenzbilder wurden bei einer x40
VergroéRerung aufgenommen.
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation der Rezeptoren RXRa
und ObR =zu untersuchen und deren Rolle bei den Signaltransduktionen in
Abortprozessen zu analysieren. Wir konnten zeigen, dass die Retinsauren 9-cisRA und
ATRA eine signifikante ~ Abnahme der RXRa Expression in den
Chorionkarzinomzelllinien BeWo und JEG-3 induzierten. Dies konnte mittels
Immunzytochemie, Western Blot sowie der quantitativen Real-time PCR (Tagman®-
PCR) demonstriert werden. Des Weiteren induzierten die Retinsduren in der
Immunzytochemie eine signifikante Reduktion der RXRa Expression in humanen
villosen Trophoblasten (HVT). Der PPARy-Agonist 15d-J, fuhrte in der
Immunzytochemie zu einer Reduktion der RXRa Expression in HVT und sowohl in der
Immunzytochemie als auch in der Tagman®-PCR zu einer signifikanten Abnahme der
RXRa Expression in BeWo und JEG-3 Zellen. Zusatzlich konnte eine signifikante
Zunahme der ObR Expression induziert durch 9-cisRA in JEG-3 Zellen auf Protein-
und mRNA-Ebene beobachtet werden. Mittels Doppelimmunfluoreszenz wurde eine
simultane Expression der Rezeptoren RXRa bzw. ObR und dem Apoptosemarker M30
CytoDEATH™ in EVT von Ersttrimester-Abortplazenten detektiert. In EVT von
Plazenten gesunder Schwangerschaften konnte keine Co-Expression von M30 und
RXRa bzw. ObR nachgewiesen werden.

In Abortplazenten weisen VT und interstitielle EVT eine signifikante Erhdhung der
RXRa Expression im Vergleich zu Plazenten normaler Schwangerschaften auf [125]. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Substanzen 9-cisRA, ATRA und 15d-J,
auf die Expression des nukledren Rezeptors RXRa in BeWo und JEG-3 und in HVT
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Konzentration von 10 nmol/ml die
Retinoide und der PPARy-Agonist zu einer signifikanten Reduktion der RXRa
Expression dieser Zelllinien fuhrten. Dies konnte sowohl auf Proteinebene in der
Immunzytochemie und im Western Blot sowie auf mRNA-Ebene mit Hilfe der
Tagman®-PCR demonstriert werden. Daraus lasst sich ableiten, dass 9-CisRA, ATRA
und 15d-J, die RXRa Expression auf transkriptionaler und translationaler Ebene
beeinflussen [197]. Nach Stimulation der Chorionkarzinomzellen mit einer geringeren
Konzentration der Liganden (1 nmol/ml) fuhrte lediglich 9-cisRA sowohl nach 24h wie
nach 48h zu einer signifikanten Erniedrigung der RXRa Proteinexpression. ATRA hatte
in der Immunzytochemie bei einer Konzentration von 1 nmol/ml einen geringeren
Einfluss auf die RXRa Reduktion als bei einer Konzentration von 10 nmol/ml. Fir das
Prostaglandin-Derivat 15d-J, war bei einer Konzentration von 1 nmol/ml kein Einfluss
auf das RXRa-Vorkommen auf Proteinebene nachweisbar. Insgesamt flihrte eine
verlangerte Inkubationszeit (48h im Vergleich zu 24h) der Chorionkarzinomzellen mit
den Substanzen in Kombination mit einer erhéhten Konzentration dieser (10 nmol/ml

im Vergleich zu 1 nmol/ml) zu einer starkeren Erniedrigung der RXRa Expression.
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Daraus schlussfolgern wir, dass die Gen-Transkription von RXRa in
Chorionkarzinomzellen und HVT abhéngig von der Expositionszeit und der
Konzentration der Liganden ist.

Ein zusatzlicher Ansatz bestand in der Untersuchung der ObR Expression in BeWo
und JEG-3 Zellen nach Stimulation mit 10 nmol/ml 9-cisRA und 15d-J,. Aus vorherigen
Studien ist bekannt, dass die ObR Expression in EVT und in glanduléar epithelialen
Zellen der Dezidua von Abortplazenten signifikant erhoht ist [174]. In VT von Aborten
ist die ObR Expression ebenfalls gegeniber normaler Schwangerschaften erhoht,
jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant. Im Rahmen der vorliegenden Studie
induzierte 9-cisRA bei einer Konzentration von 10 nmol/ml eine signifikante Erhdhung
der ObR Expression in JEG-3 Zellen. Dies wurde auf Proteinebene mittels des Dotblot-
Verfahrens und auf mRNA Ebene via Tagman®-PCR nachgewiesen. In BeWo Zellen
fuhrte 9-cisRA ebenfalls zu einer Zunahme der ObR Protein- und mRNA-Expression,
die sich aber als nicht signifikant erwies. Fur 15d-J, konnte weder mittels der Dotblot
Analyse noch in der Tagman®-PCR ein signifikanter Effekt auf die ObR Expression in
BeWo und JEG-3 Zellen festgestellt werden.

Eine vermehrte Anzahl an apoptotischen EVT st in Plazenten von Aborten
beschrieben [191]. Zusatzlich weisen EVT in Abortplazenten im Vergleich zu EVT in
Plazenten normaler Schwangerschaften eine vermehrte Expression des Rezeptors
RXRa auf [125]. In der vorangehenden Arbeit nahmen Minas und Jeschke et al. (2007)
an, dass die Zeitspanne zwischen der Formalinfixierung bzw. dem Einfrieren des
Gewebes und dem Eintreten des Abortes zu keiner zusatzlichen Zunahme von
apoptotischen EVT fihrt [191]. Wenn die Apoptose von EVT aufgrund des
Gewebeabbaus erfolgte, ware auch in den Kontroll-Plazenten eine vermehrte Anzahl
an apoptotischen EVT detektiert worden, da die Gewebegewinnung der Abort- und
Kontroll-Plazenten identisch verlief [191]. Ein Ziel dieser Arbeit beinhaltete die Analyse
der Expression von RXRa und ObR in apoptotischen EVT. Die Expression der zwei
untersuchten Rezeptoren, RXRa und ObR, wurde zusammen mit dem
Apoptosemarker CytoDEATH™ (M30) in EVT von Abortplazenten aus dem 1.
Trimenon im Vergleich zu deren Expression in EVT von Plazenten gesunder
Schwangerschaften bestimmt. Eine simultane Expression von RXRa und M30 bzw.
ObR und M30 in EVT war feststellbar wohingegen in den Plazenten normaler
Schwangerschaften keine Co-Expression nachzuweisen war.

Eine Liganden-vermittelte = Reduktion der RXRa  Expression in
Chorionkarzinomzellen und humanen villésen Trophoblasten konnte in der
vorliegenden Studie beobachtet werden. Lattuada et al. (2007) haben beschrieben,
dass ein vermehrtes Vorkommen von RXRa die Sensitivitat seiner Liganden, der pro-
apoptotischen Retinséduren, steigert und somit die Transkription der Gene, die in

Apoptoseprozesse involviert sind, induziert [203]. Der Mechanismus der
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Apoptoseinduktion ist relevant fur die Therapie von Tumoren [186]. Eine Inhibierung
der RXRa Expression konnte dem nukledren Rezeptor somit dazu dienen, die pro-
apoptotische Unterdriickung der Retinoide [62] und des Prostaglandins [113] in vivo zu
verhindern [197]. Dieses Ph&nomen wurde bereits in neutrophilen Granulozyten
beschrieben, wo eine verminderte Expression von RXRa die Entwicklung der
Granulozyten fordert [204]. Da RXRa vermehrt in apoptotischen EVT vorkommt, kann
angenommen werden, dass eine Liganden-abhangige Reduktion von RXRa als Schutz
vor Apoptose in Trophoblasten dient [197]. Aufgrund der erhéhten RXRa Expression
im Abortgewebe reagieren HVT wahrscheinlich mit einer RXRa Abnahme, um einem
spontanen Abort in der Frihschwangerschaft entgegenzusteuern [197]. In der
durchgefihrten Analyse haben die Retinoide einen starkeren Einfluss auf die RXRa-
Inhibierung gezeigt als der PPARy-Agonist 15d-J,. Als zukinftiges Ziel gilt, mittels
Tierversuche die Signalwege der Retinoide ndher zu untersuchen und zu Uberprifen,
ob eine verringerte RXRa Expression in Trophoblasten die Inzidenz von Friihaborten
beeinflusst und ob RXRa einen potentiellen Zielrezeptor im Abortgeschehen darstellt
[197].

Da heterodimere Komplexe und RXRa sich gegenseitig antagonisieren kénnen und
RXRa in diverse physiologische Cross-Talks, wie z.B. immunologische und
inflammatorische Prozesse, involviert ist, kann die Beeinflussung von RXRa jedoch
weitreichende Nebenwirkungen haben [24]. Daher muss die RXRa Expression so
reguliert werden, dass weiterhin die Funktionalitdt der physiologischen
Signaltransduktionswege gewahrleistet ist. Die Expression von RXRa darf unter keinen
Umstanden komplett inhibiert werden, da RXRa-null Mutationen letal fiir den Embryo in
Mausversuchen sind [66, 67].

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen haben Nomura et al. (1999)
mittels Western Blot demonstrieren kdnnen, dass 1 uyM 9-cisRA die RXRa
Proteinexpression in JEG-3 Zellen nach 24h signifikant reduziert [205]. Sie erklarten
sich die RXRa Abnahme mit einem vermehrten Abbau des RXRa Proteins durch
Enzyme wie die lysosomale Cathepsin L-Typ Protease. Dieser Abbau wird durch die
Retinsaure 9-cisRA beschleunigt. Zudem begriindeten sie die Reduktion der RXRa
Expression mit der Vermutung, dass 9-cisRA die Verlagerung von RXRa aus dem
Nukleus in das Zytoplasma fordert. Im Wiederspruch dazu steht, dass in der
vorliegenden immunzytochemischen Analyse keine Anfarbung des Zytoplasmas durch
den Anti-RXRa Antikdrper, zum Nachweis der Dislokation des Rezeptors in das
Zytoplasma, nachgewiesen werden konnte. Die nahe liegende Erkenntnis daraus ist,
dass RXRa mit hoher Wahrscheinlichkeit wahrend der Proliferation tber die Response
Elemente (RXRE) an die DNA gebunden wird und die RXRa Konzentration in Folge
unverandert bleibt [197]. Da sich die DNA Menge gleichzeitig verdoppelt, sinkt das
Verhaltnis von an DNA gebundenem RXRa [197]. Daraus schlussfolgernd kénnte in
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der immunzytochemischen Farbung eine verminderte Expression von RXRa
resultieren [197].

Die Hypothese von Nomura et al. (1999), dass 9-cisRA den Abbau des RXRa Proteins
beschleunigt, wurde durch die Arbeitsgruppe von Boudjelal et al. (2002) verifiziert
[206]. In ihrer Untersuchung ermittelten sie, dass 1 uM 9-cisRA sowie 1 yM ATRA eine
signifikante Reduktion der RXRa Proteinexpression in immortalisierten humanen
Keratinozyten (HaCaT Zellen) induzierten [206]. Boudjelal und Kollegen waren der
Ansicht, dass die Liganden-induzierte Abnahme der RXRa Expression durch einen
Proteasomen Degradations-Signalweg, der Proteine fragmentiert, vermittelt wird. Somit
fuhrt die Bindung des Liganden an RXRa zum einen zur funktionellen Aktivierung des
Rezeptors und zum anderen zur Limitierung seiner Expression [206]. Die Reduktion
der RXRa Expression, die der Ligandenbindung folgt, tréagt folglich zu einem
verminderten Ansprechen der Zellen auf Retinoide bei [206]. Der Retinsdure-
abhangige Abbau des Rezeptors flhrt zur Abschwachung der Rezeptor-vermittelten
Genexpression [92] und beeinflusst dadurch Ablaufe wie z.B. Homdostase,
Differenzierung, fetale Entwicklung und Onkogenese [207]. Eine Liganden-induzierte
Rezeptorendegradation, vermittelt iber den Proteasomen Signalweg, wurde fur weitere
Mitglieder der nukledren Rezeptoren Superfamilie beschrieben: Nawaz et al. (1999)
zeigten auf, dass Ostrogen (iber einen Proteasomen Signalweg zum Abbau des
Ostrogenrezeptors fihrt und damit die transkriptionelle Aktivitat des Ostrogenrezeptors
reduziert [208]. Der Thyroidhormon-Rezeptor wird ebenfalls nach Bindung der
Schilddrisenhormone Uber einen Proteasomen-vermittelten Signalweg abgebaut [209].
Somit spielt der Proteasomen-Signalweg eine entscheidende Rolle in der Regulation
der Aktivitat nukle&rer Rezeptoren [210].

Der Einfluss von Retinoiden und PPARy-Agonisten auf die RXRa Expression weist
eine Abhangigkeit von der zu untersuchenden Gewebeart auf [197]. In 3T3-L1 Maus
Adipozyten konnte die Arbeitsgruppe Hollung et al. (2004) eine signifikante Erhdhung
der RXRa mRNA Expression nach Inkubation mit 1 yM bzw. 10 yuM ATRA feststellen
[211]. Krskova-Tybitanclova et al. (2008) konnten ebenfalls eine Erhéhung der RXRa
Expression im Fettgewebe von Ratten nach Inkubation des Gewebes mit 13-cisRA
detektieren [212]. Dies zeigt, dass Retinsauren unterschiedliche Effekte auf die
Expression von RXRa in Fettgewebe und Adipozyten im Vergleich zur RXRa
Expression in  Chorionkarzinomzellen und Trophoblasten haben, welche
Untersuchungsgegenstand der durchgefiihrten Studie waren. Da synthetische RXR
Liganden in der Lage sind, die Adipogenese zu férdern und die RXR Expression
wahrend der Adipozyten Differenzierung zu erhtéhen, besteht die Mdéglichkeit, dass
Retinoide zu einer Erhdhung der RXRa Expression in Adipozyten fihren [213].
Schlussfolgernd ist die Wirkung von Retinoiden auf die Expression nukleérer
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Rezeptoren abhéngig von der Konzentration, Inkubationszeit, Gewebe- und Speziesart
[211].

Obwohl 9-cisRA und ATRA beides Retinsaure-Isoformen sind, besitzen sie
unterschiedliche Bindungsfahigkeiten zu nukledren Rezeptoren. Der Rezeptor RAR
wird durch 9-cisRA und ATRA aktiviert, RXR hingegen nur durch 9-cisRA [59, 214]. In
der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur ein Effekt von 9-cisRA, sondern ebenfalls ein
Einfluss der Liganden ATRA und 15d-J, auf die RXRa Expression nachgewiesen.
Obwohl 9-cisRA vermutlich der einzig aktive Ligand von RXR ist, haben bereits andere
Arbeitsgruppen zeigen kdnnen, dass auller 9-cisRA noch weitere Liganden in der Lage
sind, RXR zu beeinflussen. Mangelsdorf et al. (1992) haben herausgefunden, dass
zwar 9-CisRA einen 40-fach starkeren Effekt als ATRA auf die RXR Expression hat,
ATRA aber ebenfalls zur Aktivierung von RXR beitragen kann [55]. Ein Ansatz zur
Erlauterung des Einflusses von ATRA auf die RXRa Expression ist, dass sich ATRA
eventuell wahrend der Inkubationszeit, in der vorliegenden Studie exemplarisch in der
Zeitspanne zwischen 24h und 48h, zu seinem Isomer 9-cisRA umwandelt und damit
die Eigenschaften von 9-cisRA Ubernimmt [59]. Die Hypothese der Isomerisierung
wurde ebenfalls von Gouibourdanche et al. (1998) aufgestellt: Sie fanden heraus, dass
sowohl 9-cisRA wie auch ATRA in JEG-3 Zellen die hCG Sekretion férdern [195]. Da
fur 9-cisRA dieser Effekt bereits nach 24-stiindiger und fir ATRA nach 48-stiindiger
Inkubation von JEG-3 erkennbar war, vermuteten Gouibourdanche und Kollegen, dass
die Umwandlung von ATRA zu 9-cisRA nach einer 2-tdgigen Exposition von JEG-3
Zellen mit ATRA erfolgt [195]. Es ist anzunehmen, dass die Konversion von ATRA zu
9-cisRA durch eine spezifische Isomerase entsteht [215]. Durch Bildung eines
heterodimeren Komplexes von RXRa und PPARy kann das Prostaglandin 15d-J,
wahrscheinlich Einfluss auf die RXRa Expression in Chorionkarzinomzellen und
humanen villdsen Trophoblasten nehmen. Voraussichtlich beruht deren Interaktion auf
einem indirekten Mechanismus der PPARy/RXRa Aktivierung [216]. Shulman und
Kollegen (2004) behaupteten, dass RXRa und PPARy einen ,toleranten®
heterodimeren Komplex formen, der durch RXRa- oder PPARYy-Liganden aktiviert
werden kann [217].

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit eine Co-Expression des
Apoptosemarkers M30 CytoDEATH™ (M30) mit RXRa bzw. M30 und ObR in EVT von
Ersttrimester Abortplazenten aufgezeigt werden. Somit werden die Rezeptoren ObR
und RXRa von apoptotischen Trophoblasten exprimiert. Die Erkenntnis Uber die
Expression von RXRa und ObR im Abortgewebe und die Regulation der Rezeptoren in
Trophoblasten und Chorionkarzinomzellen ermdéglicht einen Vergleich der beiden
Rezeptoren miteinander. Apoptotische Zellen weisen eine vermehrte Expression von
ObR und RXRa auf [197]. Gesunde bzw. nicht-apoptotische Zellen weisen ebenfalls
eine erhdhte Expression von ObR auf, hingegen ist die Expression von RXRa reduziert
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[197]. Diese Erkenntnis lasst vermuten, dass RXRa eine entscheidende Rolle in der
Apoptose-Induktion einnimmt [197]. Eine verminderte RXRa Expression st
winschenswert, um die Apoptose von EVT, wie sie in Abortplazenten vorzufinden ist,
zu verhindern [197]. Eine alleinige Zunahme der ObR Expression induziert vermutlich
keinen apoptotischen Zustand. Damit ObR Apoptose induzieren kann, musste die
Zunahme der ObR Expression in Kombination mit einer Erhdhung der RXRa
Expression einhergehen. Ein darauf aufbauendes Ziel zukunftiger Untersuchungen ist
die ldentifizierung natirlicher Liganden, die die Expression von RXRa erhthen und
damit pro-apoptotische Auswirkungen haben [197]. Die Erkenntnis Uber solche
Liganden kann zu einem verbesserten Verstandnis tUber die Regulation von RXRa im
Apoptose- bzw. im Abortgeschehen beitragen [197].

Zusatzlich zu RXRa wurde der Zytokin Rezeptor ObR in den dargestellten
Versuchen untersucht. Es konnte demonstriert werden, dass die mRNA Expression der
intakten ObR Isoform in JEG-3 Zellen nach Behandlung mit 10 nmol/ml 9-cisRA fir 4h
signifikant zunimmt. Auf Proteinebene fiihrte 9-cisSRA nach 24h ebenfalls zu einer
signifikanten Erhohung der ObR Expression in JEG-3 Zellen. Leptin besitzt die
Fahigkeit, Apoptose zu verhindern und die Uberlebensfahigkeit von Trophoblasten zu
fordern [131]. Die Zufuhr von exogenem Leptin kann einen durch Leptinmangel
bedingten apoptotischen Zustand in Trophoblasten sogar reversibel umkehren [131].
Eine Erh6hung der ObR Expression kann vermutlich als eine Reaktion von ObR auf ein
vermindertes Leptin Angebot wahrend des Abortgeschehens verstanden werden.
Leptin agiert gegen die durch Retinsaure-bedingte Apoptose in Trophoblasten. Das
pro-apoptotische Retinoid 9-cisRA verursacht somit eine vermehrte Expression des
Rezeptors ObR in Trophoblasten, damit dieser mehr Leptin bindet und dem
hypoleptinamischen Zustand entgegenwirkt. Dadurch kann Leptin die Apoptose
verhindern, was bereits von Gordeladze et al. im Jahr 2002 vorgeschlagen wurde
[218]. Sie demonstrierten, dass eine Zugabe von Leptin vor ATRA-induzierter
Apoptose in humanen Osteoblasten schiitzt [218]. Die erhdhte Expression von ObR
verbessert wahrscheinlich das Ansprechen der Trophoblasten auf Leptin in einem
Zustand in dem ein Leptinmangel existiert [219]. Perez-Perez et al. (2008) stellten die
These auf, dass die Plazenta eine Uberproduktion von Leptin bei hypoxischen
Zustdnden wie Gestationsdiabetes und Praeklampsie einleitet, um eine stress-
induzierte Apoptose in Trophoblasten zu verhindern [170]. In ihrer Studie untersuchten
Perez-Perez et al. (2008) die Signaltransduktion von Leptin in der Plazenta und fanden
heraus, dass Leptin die Apoptose von Trophoblasten Uber den MAPK Signalweg
hemmt. Wahrend der Schwangerschaft nimmt Leptin die Rolle eines fetalen
Wachstumsfaktors ein [163].

Obwohl BeWo und JEG-3 Zellen beides Trophoblasttumorzellen sind, konnten in den
zwei Zelllinien unterschiedliche Effekte von 9-cisRA auf die ObR Protein- und mRNA
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Expression nachgewiesen werden. Im Dot Blot und in der quantitativen TagMan®-PCR
induzierte die Retinsaure eine signifikante Erhdhung der ObR Expression in JEG-3
Zellen, wohingegen sich die Zunahme der ObR Expression in BeWo Zellen als nicht
signifikant erwies. Ein Grund fur die unterschiedliche ObR Expression kann die
Synzytiumbildung sein, hinsichtlich der sich die beiden Zelllinien voneinander
unterscheiden [220]. BeWo Zellen sind fusionsfahig [183] und besitzen
Zytotrophoblasten- und Synzytiotrophoblasten-ahnliche Phanotypen [185]. Aufgrund
ihrer Eigenschaften entsprechen BeWo Zellen daher eher villésen Trophoblasten (VT).
Im Gegensatz dazu, ist fur JEG-3 Zellen ein invasives Wachstum typisch. Die
Ergebnisse des Einflusses von 9-cisRA auf die ObR Expression in BeWo und JEG-3
Zellen stimmt mit unseren vorherigen Erkenntnissen Uberein [174]: In VT von Aborten
konnten wir eine erhdhte Expression von ObR feststellen, die jedoch nicht signifikant
ausfiel. Hingegen haben wir in EVT von Aborten im Vergleich zu EVT gesunder
Schwangerschaften eine signifikante Erhohung von ObR detektiert [174]. Eine andere
Zeitkinetik auf mRNA- und Proteinebene der BeWo Zellen im Vergleich zu JEG-3
Zellen konnte ein weiterer Grund fur die voneinander abweichenden Resultate
hinsichtlich der ObR Expression nach Retinsdure-Stimulation in den beiden Zelllinien

sein.

Eine essentielle Frage bzgl. der Involvierung von ObR in den molekularen
Mechanismen von Aborten befasst sich mit der chronologischen Reihenfolge der
verschiedenen Ereignisse der ObR Signaltransduktion und lautet: Besteht initial eine
erhohte ObR Expression, die dann zum Abort fuhrt, oder tritt die vermehrte ObR
Expression erst auf, nachdem der Abort ,induziert ist? Eine mdgliche Hypothese ist,
dass ObR im Abort, wo vermehrt Apoptose auftritt, diesem Zustand entgegensteuert,
indem es seine vermehrte Expression in Trophoblasten veranlasst. Dadurch reagieren
die Trophoblasten sensibler auf Leptin, welches in vermehrter Menge an die
Rezeptoren bindet und dadurch eine anti-apoptotische Wirkung besitzt. Dies erhoht die
Wahrscheinlichkeit letzterer Vermutung, nach welcher die Zunahme der ObR
Expression als Reaktion auf den Abort bedingt ist. Aktuell fehlen jedoch fundierte
Aussagen Uuber die Reihenfolge der plazentaren Verdanderungen im Abort. Die
Fragestellung Uber die Signaltransduktionen im Abort ist Gegenstand aktueller
Forschung.

In ihrer Studie Uber den Einfluss von Retinoiden auf die Leptin Synthese und Sekretion
in humanen Synzytiotrophoblasten konnten Guibourdenche et al. (2000) zeigen, dass
eine Inkubation von humanen Trophoblasten mit 0,1 pymol/l 9-cisRA fur 72h und 96h zu
einer Erhéhung der Leptin mRNA Expression fuhrt [34]. Zusatzlich konnten sie eine
signifikant erhdhte Leptinsekretion nach Stimulation mit 0,1 uymol/l 9-cisRA in humanen
Trophoblasten erkennen. Diese Ergebnisse bekraftigen die vorliegende Vermutung,
dass die pro-apoptotischen Retinsauren zu einer Zunahme der ObR Expression und
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indirekt zu einer vermehrten Leptin Expression fiihren, welches das Uberleben der
Trophoblasten fordert. Guibourdenche et al. (2000) betonten, dass die Expression und
Sekretion von Leptin wahrend der plazentaren Entwicklung ansteigen [34].

Im Gegensatz zu der Untersuchung von Guibourdenche et al. (2000), hat die
Arbeitsgruppe Hollung et al. (2004) entdeckt, dass 1 yuM und 10 yM ATRA nach 24h zu
einer signifikanten Reduktion der Leptin mRNA Expression in humanem Fettgewebe
fuhren [211]. Als Grund fur das gegensatzlich ausfallende Expressionsverhalten in
Fettgewebe, im Vergleich zu dem von Gouibourdanche und Kollegen analysierten
Expressionsverhalten der Leptin mRNA in Trophoblasten, vermuten sie eine
gewebsspezifische Regulation von ATRA und Leptin. Wie bereits erwahnt, kann der
Einfluss von Retinoiden in unterschiedlichen Geweben, abhéngig von der Funktion des
Gewebes, variieren. Die Synthese und Produktion von Leptin unterscheiden sich in der
Plazenta im Vergleich zu anderen Gewebearten, um einen Schutz des Fetus vor zu
starken Schwankungen des Leptinspiegels zu gewahrleisten [211].

Als wichtige Erkenntnis der vorliegenden Untersuchungen gilt die Feststellung, dass
die Retinsaure 9-cisRA mit dem Leptin-Signaltransduktionsweg interagiert.
Gegenstand weiterer Forschung wird es sein, festzustellen tber welchen Mechanismus
sich Retinoide und Leptin bzw. sich Retinoide und ObR gegenseitig beeinflussen. In
der Untersuchung der Promoter Region des Leptin Gens wurden keine Bindungsstellen
fur RXR gefunden [221-223]. Dies bedeutet, dass die Leptin Expression nicht durch
eine Kklassische Interaktion von RXR und Leptin in Form von Heterodimeren oder
Homodimeren mit einem Response Element reguliert wird [34]. Daraus lasst sich
ableiten, dass auch ObR uber einen bisher noch nicht definierten Mechanismus mit
Retinsaurederivaten interagiert. Die Produktion und Sekretion von Leptin wird durch
Substanzen, die die Proteinkinase C (PKC) und cyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) aktivieren konnen, beeinflusst [224, 225]. Die Retinoide 9-cisRA und ATRA
kénnen mit Leptin durch Stimulation von cAMP und PKC interagieren [226]. Aus
diesem Grund stellen cAMP und PKC mdgliche Signalwege dar, Uber die Retinoide
und Leptin miteinander in Wechselwirkung treten.

In einer vorausgegangenen Studie der Arbeitsgruppe von Toth und Jeschke et
al. (2008) wurde die Expression von RXRa, PPARy und PPARf/® in Trophoblasten
untersucht [125]. Es stellte sich heraus, dass in EVT von Aborten die Expression von
RXRa, PPARy und PPARR/S signifikant erhdht ist [125]. Fir die vorliegenden Versuche
wurden daher Liganden von RXR, RAR und PPAR bzw. 9-cisRA, ATRA und 15d-J, als
Stimulationssubstanzen verwendet und nicht ausschlieBlich RXRa Liganden
herangezogen. Dadurch wurden zusatzliche Signaltransduktionswege in die
Untersuchung mit eingeschlossen.
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Obwohl die Immunzytochemie und der Dotblot beides Methoden sind, die Aussagen
Uber die Proteinexpression liefern, fielen die Ergebnisse der ObR Expression unter
Einfluss von 9-cisRA in beiden Methoden unterschiedlich aus. In der Immunzytochemie
konnten keine definitiven Aussagen zur ObR Expression nach Inkubation mit der
Retinsaure getroffen werden. In Gegenuberstellung konnte bedingt durch 9-cisRA im
Dotblot eine vermehrte ObR Expression angezeigt werden. Im Gegensatz zu
kernstandigen Farbungen, wie der immunzytochemischen Analyse von RXRa, die eine
gleichméaRige Intensitéat der Kernfarbung erzeugt, erweist sich die Anfarbung von
membranstandigen Rezeptoren wie ODbR als uneinheitlich. Im Vergleich zu
Paraffinschnitten beispielsweise, wolben sich in der Immunzytochemie die Zellen, die
einen Monolayer bilden, in einer rhomboiden Struktur Uber die Oberflache. Dadurch
wird nicht die gesamte Zelle bedingt durch die Schnittflache bei der Farbung erfasst.
Die Quantifizierung der immunzytochemischen Anfarbung der mit Anti-ObR
behandelten Zellen ist daher erschwert und eine Analyse der ObR Expression mittels
Immunzytochemie nicht aussagekréftig. Wenn das Zelllysat, wie im Falle des Dot Blots,
auf eine glatte Flache appliziert wird, resultiert die Darstellung der Zellen aus einem
initialen  3-dimensionalen- in einem 2-dimensionalen Format. Zu Beginn der
Durchfiihrung des Dot Blots wird die Zellmembran der BeWo und JEG-3 Zellen isoliert.
Der Punkt im Dot Blot ist eine eindeutig festgelegte und einheitlich aufgetragene
Flache. Die automatisierte technische Auswertung des Dot Blots mittels eines
objektiven Grafikprogramms fuhrt weg von der subjektiven Einschatzung des
Betrachters und liefert objektive quantitative Auswertungen.

Zusammenfassend zeigt sich eine Abnahme der RXRa Expression in HVT und
in Chorionkarzinomzellen, induziert durch Retinsauren und den PPARy Agonist 15d-J,.
Die Expressionsabnahme erwies sich als abhéngig von der Dosis und der
Inkubationszeit der Substanzen. Untersuchungen legen eine Kklare Assoziation
zwischen RXRa und Apoptose, sowie Friihaborten nahe. RXRa spielt moglicherweise
eine entscheidende Rolle in der Induktion von Apoptose. Die Reduktion der RXRa
Expression kann als moglicher Schutz vor Apoptose in Trophoblasten bzw. als Aborte
vermeidender Faktor gedeutet werden [197]. Zusatzlich wurde eine durch 9-cisRA
induzierte Zunahme der ObR Expression in JEG-3 Zellen festgestellt. Dieses fungiert
aller Voraussicht nach als Kompensation der Trophoblasttumorzellen bei Leptin
Mangelzustanden im apoptotischen Zustand. RXRa ist ein vielversprechender
Rezeptor in zielgerichteten Therapiestrategien, da er als Transkriptionsfaktor zellulare
Prozesse auf Genexpressionsebene beeinflusst [42, 54]. Insbesondere RXRa
reprasentiert einen ,potentiellen therapeutischen Kandidaten® [24] als Zielrezeptor in
der Pravention von rezidivierenden Aborten.
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6 Zusammenfassung

Etwa 25-50% der Frauen im reproduktionsfahigen Alter erleiden in ihrem Leben einen
spontanen Abort und 2-3% der Frauen rezidivierende Aborte [1]. Ein Grofdteil der
Aborte bleiben weiterhin ungeklart [4]. Folglich besteht ein essentieller
Forschungsbedarf in der Ursachenerkundung und Pravention von Aborten.

Die Rezeptoren Retinoid-X-Rezeptor a (RXRa) und Leptin Rezeptor (ObR) spielen
eine Rolle in der plazentaren und fetalen Entwicklung. In vorherigen Studien konnte die
Arbeitsgruppe von Toth und Jeschke et al. (2008 und 2009) zeigen, dass die
Expression von RXRa und ObR jeweils in villdésen- (VT) und extravillésen
Trophoblasten (EVT) erhoht ist. In einer weiteren Studie konnte eine vermehrte Anzahl
an apoptotischen EVT in Aborten festgestellt werden [191].

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der (patho-) physiologischen Rolle der
Rezeptoren RXRa und ObR in Aborten mit speziellem Fokus auf apoptotische
Prozesse. Dazu dienten Stimulationsversuche, in denen humane villdse Trophoblasten
und Trophoblast-Modellzellen mit Retinsauren und einem Prostaglandin-Derivat
inkubiert wurden und deren Einfluss auf die RXRa und ObR Expression in den
Zelllinien untersucht wurde. Des Weiteren wurde die Expression der Rezeptoren
zusammen mit einem Marker fur Apoptose in Abortplazenten detektiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Substanzen zu einer Abnahme der RXRa
Expression in Trophoblast- und Trophoblastmodellzellen fihren. Da Abortplazenten
eine erhthte RXRa Expression aufweisen und mit einer vermehrten Anzahl an
apoptotischen EVT assoziiert werden, dient die Liganden-abhéngige Reduktion der
RXRa Expression durch die Substanzen vermutlich als Schutz vor einem
apoptotischen Zustand bzw. vor einem Abort. RXRa stellt einen potentiellen
Zielrezeptor in der Pravention von Aborten dar. Die ObR Expression in
Trophoblastmodellzellen wurde durch die Retinsdure erhdht. Die Zunahme der ObR
Expression kann als eine potentielle Reaktion auf ein vermindertes Leptin Angebot im
Abort gedeutet werden. Weiterhin konnte eine Co-Expression des Apoptosemarkers
mit RXRa bzw. ObR in EVT von Abortplazenten beobachtet werden.

Als Ergebnis sind die vorliegenden Erkenntnisse nicht nur fir das Verstandnis tber die
Regulation der Rezeptoren im Abortprozess, sondern auch fir den physiologischen
Schwangerschaftsverlauf von zentraler Bedeutung.
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< kleiner

> groler

ACT Cycle Treshhold Wert

°C Grad Celcius

%0 Promille

15d-J, 15-Deoxy-A****-prostaglandin J,
9-cisRA 9-cis-Retinsaure

A Osterreich

ABC-Methode Avidin-Biotin-Komplex Methode

AEC plus 3-Amino-9-ethylcarbazol

Anti-RXRa monoklonaler RXRa Antikdrper
Anti-p-RXRa polyklonaler RXRa Antikorper
Anti-ObR monoklonaler Leptin Rezeptor Antikdrper
Anti-p-ObR polyklonaler Leptin Rezeptor Antikbrper
AR Androgen Rezeptor

ATRA All-trans-Retinsaure

Aqua dest. Aqua destillata, destilliertes Wasser
BACT Beta-Actin

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salz
BeWo Chorionkarzinomzelllinie

CAMP cyklisches Adenosinmonophosphat
CAR Constitutiver Androstane Rezeptor
cDNA copy Desoxyribonukleinséaure

CK-7 Cytokeratin-7

CoO, Kohlenstoffdioxid

CRBP Zellulare-Retinol-Bindende Proteine
CRH Corticotropin-Releasing-Hormon

Cy-2 Carbocyanin-Antikorper

Cy-3 Indocarbocyanin-Antikorper

DAPI 4‘6-diamino-2-phenylindole

DBD DNA-Bindungs-Doméne

DE Deutschland

DHA Docosahexanoic acid

DK Déanemark

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Nahrmedium
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DMSO
DNA

EDTA
engl.
ER
EVT
FasL
FCS
FRET
FTZ-F1
FXR

GAPDH
GCNF
gat.
Gimp®
GR
GTN

hCG
HNF-4
HPL
HVT

IUGR
JAK
JP
JEG-3
kDa
LBD
LEPR
LPA
LXR
M30
MAPK
MCF-7

Dimethyl Sulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

England

Ethylendiamintetraacetat

Englisch

Ostrogen Rezeptor

extravilléser Trophoblast

Fas Ligand

Fetales Kalbserum

Fluorescence resonance energy transfer
FTZ Transcription Factor 1
Farnesoid-X-Rezeptor

Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Germ Cell Nuclear Factor

Guttae = Tropfen

GNU Image Program
Glukokortikoidrezeptor

Gestational Trophoblastic Neoplasias
Stunde

humanes Choriogonadotropin
Hepatozyten Nuklearer Faktor 4
Humanes Plazentalaktogen

humane villdse Trophoblasten

Italien

Immunglobulin

intrauterine Retardierung

Janus Kinase

Japan

Chorionkarzinomzelllinie

kilo Dalton, atomare Masseneinhheit
Liganden-Bindungs Doméne

Leptin Rezeptor

Lysophosphatid Saure
Leber-X-Rezeptor

M30 CytoDEATH™

Ras-Mitogen activated protein kinase

Mammakarzinom-Zelllinie
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MDB
mg
min

mi
MMP
MR
mMRNA
mSV
Na-Azid
NBT
NGFI-B
nmol
Nor-1
Nurr-1
O,
ObR
oxLDL
p.c.
p.m.
PBS
PCOS
PCR
pH
PI3K
PKC
PMSF
PPAR
PR
p-Wert
PXR
RAE
RAR
ROR
RT-PCR
RXRE
RXRa
sec
SF-1

Membran Desalting Buffer
Milligramm
Minute
Milliliter
Matrix Metalloproteinase
Mineralkortikoid Rezeptor
messenger Ribonukleinséaure
Millisievert
Natrium-Azid
Nitro-Blue Tetrazolium Chlorid
Nerve Growth Factor 1B
Nanomol
Neuronen-abgeleiteter Orphan Rezeptor 1
Nuclear-Receptor Related-1
Sauerstoff
Leptin Rezeptor
oxidiertes Low Density Lipoprotein
post conceptionem
post menstruationem
Phosphate Buffered Saline
Polyzystisches Ovar Syndrom
Polymerase-Kettenreaktion
pondus Hydrogenii
Phosphotidylinositol-3-Kinase
Proteinkinase C
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peroxisomen-Proliferator-aktivierter-Rezeptor
Progesteron Rezeptor
probability value, Signifikanzwert
Pregnane-X-Rezeptor
Retinsaureembryopathie
Retinsédure-A-Rezeptor
RAR-verwandte Waisen Rezeptor
Quantitative Real-time PCR
Retinoid-X-Response Element
Retinoid-X-Rezeptor alpha
Sekunde
Steroidogenic Factor-1
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SPSS
SSW
STAT
Taq
TBS
TR
TTNPB

Ucn

Upm
VAD-Syndrom
VDR

VT

w

WHO

Mg
i

Social Sciences Computer Software Version
Schwangerschaftswoche

signal transducer and activator of transcription
DNA-Polymerase des Thermus aquaticus (Bakterium)
Tris-buffered Saline

Thyroidhormonrezeptor

4-[(E)-2-(5,6,7,8-Tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-
naphthalenyl)-1-propenyl] benzoic acid

Urocortin

Umdrehungen pro Minute
Vitamin A Defizienz-Syndrom
Vitamin-D-Rezeptor

villdser Trophoblast

Watt

World Health Organization
Mikrogramm

Mikroliter
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