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l. EINLEITUNG und LITERATURUBERSICHT

1.1 Ubersicht iiber die Plazentaverhaltnisse beim Rind

Die Rinderplazenta wird nach Strahl (1911) als eine Semiplazenta multiplex sive
cotyledonaria eingeteilt. Der Begriff Semiplazenta besagt, dass mit dem Abgang der
Eihdute post partum keine Gewebsverluste und Blutungen aus den mutterlichen
GeféalRen auftreten. Diesen Plazentatyp wird auch als adeciduate Plazenta bezeichnet.
Aufgrund des Erhaltes aller Gewebeschichten, sowohl auf fetaler als auch auf
maternaler Seite, gehort die Rinderplazenta zu den epitheliochorialen Plazentatypen
(Grosser 1909, 1927). Eine Besonderheit ist die Ausbildung von Plazentomen, die am
30. Tag der Tréchtigkeit beginnt und im 2.-3. Monat vollzogen ist (Bjorkmann et al.
1960).

Im Laufe der Graviditat bilden sich ca. 80-150 Plazentome aus, die beim Rind
kissenformig sind und aus zwei Anteilen, fetalen Kotyledonen (Placenta cotyledonaria)
und maternalen Karunkeln, bestehen (Bjorkman und Sollen 1960). Im Bereich der
Karunkeln bilden sich auf fetaler Seite aus den Primérzotten des Chorions die
Kotyledonen (Bjorkmann et al. 1960). lhre stark verzweigten Zotten senken sich in
Form von Primadr-, Sekundar- und Tertidrzotten tief in die Krypten der Uteruskarunkeln
ein und lésen sich bei der Geburt ohne Gewebsverlust (Ubersicht Leiser und Kaufmann
1994). Diese Art der fetomaternalen Interdigitation bezeichnen Leiser und Kaufmann
(1994) als villésen Typ der Plazentation.

Im Chorionepithel, welches die fetalen Zotten (berzieht, unterscheidet man zwei
morphologisch unterschiedliche Zelltypen (Wimsatt 1951, Greenstein et al. 1958,
Wooding 1992): zum einen die uninukledren Trophoblastzellen, die einer
Basalmembran aufsitzen und untereinander durch apikale Tight junctions verbunden
sind. Diese stehen durch einen interdigitierenden Mikrovillisaum mit dem Uterusepithel
in Kontakt und bilden so die feto-maternale Kontaktzone (Bjérkman 1969). Der zweite
Zelltyp ist in der Rinderplazenta meistens zweikernig und wird deshalb auch
»binucleate cell* (BNC, Wimsatt 1951, Wooding 1992) oder ,,trophoblast giant cell
(TGC, Klisch et al. 1999) genannt, da sie auch drei- bis siebenkernig vorkommen
koénnen und einen DNA-Gehalt von bis zu 32 C besitzen kdnnen. Es wird angenommen,
dass TGC von uninukledren Trophoblastzellen abstammen und durch azytokinetische
Mitose derselben entstehen (Wimsatt 1951, Bjorkman 1968, Wooding 1992).
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Die TGC zeigen die morphologischen Charakteristika von epithelialen Zellen nicht, das
heifdt, sie haben weder Kontakt mit der Basallamina, noch besitzen sie einen apikalen
Mikrovillisaum. Durch fehlende Polaritdt konnen sie auf das uterine Epithel zu
migrieren (Wimsatt 1951, Davies und Wimsatt 1966) und mit einzelnen
Uterusepithelzellen fusionieren (Wooding 1992). Die Fusion von TGC mit
Uterusepithelzellen beginnt beim Rind schon wahrend der Implantationsphase und halt
wahrend der ganzen Trachtigkeit an (Wooding 1992). Hierdurch entstehen meist
dreikernige feto-maternale Hybridzellen oder Synzytien (Wooding und Flint 1994,
Klisch et al. 1999). In diesem Zusammenhang prégte Wooding (1992) die Bezeichnung
Placenta synepitheliochorialis. Die TGC enthalten Hormone und Glykoproteine, wie
plazentéres Laktogen und graviditatsspezifische Glykoproteine, die tber die Fusion mit
jeweils einer Uterusepithelzelle an das maternale Kompartiment abgegeben werden
(Wooding 1992, Klisch et al. 1999). Die im Zusammenhang mit der Fusion
entstehenden Synzytien koénnen wahrend der Trachtigkeit atrophieren und sogar
verschwinden (Bjorkman und Sollen 1960). Hierfur ist mdglicherweise eine
Degeneration Uber apoptotische Prozesse verantwortlich (Hoffmann and Wooding
1993), deren Restprodukte anschlieend von Trophoblastzellen resorbiert werden
(Schuler et al. 1999). Vereinzelte Synzytien bleiben vorléufig bestehen, werden aber in

der spéateren Trachtigkeit atrophisch und verschwinden (Bjorkmann und Sollen 1960).
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Ubersicht 1: Schematische Zeichnung der histologischen Verhaltnisse in der Placenta
synepitheliochorialis der Kuh. 1, Fetale BlutgefalRe; 2, Trophoblast; 3, Uterusepithel; 4,
Maternale BlutgeféaRe; 5, Basalmembranen; die Zellen mit der Markierung a-e zeigen
die Migration (a, b) und Fusion (c) der zweikernigen Trophoblastriesenzellen mit
einzelnen Uterusepithelzellen, sowie eine feto-maternale Hybridzelle (d), welche ihren
granularen Inhalt in das maternale Stroma sezerniert und degenerative Hybridzellen (e)

(Dantzer 1999, modifiziert nach Leiser und Kaufmann 1994).
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1.2 Die extrazellulare Matrix (ECM)

1.2.1 Ubersicht und allgemeine Definition

Die extrazellulare Matrix setzt sich aus unldslichen Kollagenfasern und l6slichen
Proteinen, die in Multiadhédsionsmatrixproteine und Proteoglykane unterteilt werden,
zusammen (Lodish et al. 2001). Verbreitete Molekiile der ECM sind beispielsweise
Fibronektin, Vitronektin, Laminin, Kollagen und Osteopontin.

Die Hauptgruppe der unldslichen Faserproteine stellen die Kollagene dar. Alle 16
Kollagentypen enthalten wiederholte Glyzin, Prolin und Hydroxyprolin Sequenzen, die
die Grundlage der charakteristischen Tripelhelixstruktur sind (Alberts et al. 1999). Die
im Korper vorkommenden Kollagene sind zu 80-90% fibrillare Kollagene der Typen I,
I1 und Il, deren Fibrillen durch Aldolquerbriicken stabilisiert werden (Lodish et al.
2001). Das netzbildende Kollagen vom Typ IV bildet ein zweidimensionales Netzwerk
in der Basallamina aus (Alberts et al. 1999). Proteoglykane sind in allen Bindegeweben,
in jeder ECM und auf der Oberflache zahlreicher Zellen zu finden. Wegen ihres hohen
Gehalts an geladenen Polysacchariden sind die Proteoglykane stark hydratisiert. Die
wasserhaltige, gelartige Grundsubstanz, in der die Faserproteine eingebettet sind, wird
von den Proteoglykanen gebildet und formt das Volumen der ECM. Diese waéssrige
Phase erlaubt die Diffusion von kleinen Molekilen zwischen den Zellen und Geweben
(Alberts et al. 1999).

Fibronektine sind Multiadhdsionproteine, die Kollagen und andere Matrixproteine mit
Integrinrezeptoren in der Plasmamembran verbinden und somit eine Verbindung
zwischen Zellen und Matrix herstellen (Lodish et al. 2001). Mit der Anheftung
beeinflussen sie die Zellgestalt und die Anordnung des Zytoskeletts. AuBerdem sind sie
an der Differenzierung und Wanderung zahlreicher Zellarten wéhrend der
Embryogenese beteiligt und fordern die Wundheilung (Lodish et al. 2001). Fibronektine
bestehen aus zwei Polypeptiden, die tber zwei Disulfidbriicken an ihren C-Termini
verbunden sind. Jede dieser Ketten ist etwa 60-70 nm lang und 2-3 nm dick. Ein
Bereich, der fir die Zellbindung verantwortlich ist, konnte als Tripeptid-Sequenz Arg-
Gly-Asp oder RGD charakterisiert werden und wird von Integrinen, einer Familie
homologer Zelloberflachenrezeptoren, erkannt (Main et al. 1992).

Laminin ist, zusammen mit Kollagen 1V, Hauptbestandteil des zweidimensionalen

Netzwerkes der Basallamina (Alberts et al. 1999). Es besteht aus einem grofRen
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Komplex mit drei sehr langen, asymmetrisch-kreuzférmig angeordneten
Polypeptidketten (o, B und y), deren Lange der Dicke der Basallamina entspricht. Funf
o-, drei B-und zwei y-Ketten koénnen differenziert werden, woraus 11 Laminin-
Isoformen unterschieden werden (Beck et al. 1990, Miner et al. 1997). Wie viele andere
Proteine der ECM, besitzt auch Laminin mehrere Domanen, die an Heparansulfat,
Kollagen 1V und an Rezeptorproteine der Zelloberflache binden kénnen. In
funktioneller Hinsicht dient dies nicht nur der Zelladh&sion, -migration und
-proliferation, sondern spielt auch in der frihen Entwicklungsphase eine bedeutende
Rolle (Alberts et al. 1999).

1.2.2 Vorkommen von  ECM-Proteinen in  Spezies  mit

epitheliochorialer Plazentation

Das Verteilungsmuster der einzelnen ECM-Proteine wurde wahrend der Implantation
und in der frihen Tréchtigkeit bei verschiedenen Spezies mit epitheliochorialer
Plazentation untersucht. Laminin and Kollagen 1V sind beide im Endometrium des
Rindes nachweisbar, wobei sie ein identisches Verteilungsmuster zeigen (Maclintyre et
al. 2002). Beide ECM-Proteine sind auferdem in den Basalmembranen von
Uterusdrusenepithel und Uteruslumenepithel sowie im uterinen Stroma wéhrend jeder
Phase der Trachtigkeit vorhanden (Macintyre et al. 2002). Dabei erfolgt ein
kontinuierlicher Anstieg von beiden zwischen dem 18. bis 30. Tag post inseminationem
(p.i.). Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass am Tag 18 vermehrt
Laminin im Trophoblasten lokalisiert ist, welches dann aber rapide am Tag 21 abnimmt
(Boos 2000, Maclintyre et al. 2002).

Fibronektin wurde in der sich entwickelnden Plazenta im uterinen Stroma und auf der
Oberflache sehr frither bovinen Embryonen gefunden (Mac Laren und Wildeman 1995).
Bei der Ziege beschreibt Guillomot (1999) vom Tag 15 bis 21 der Trachtigkeit ein
kontinuierliches Verschwinden von Kollagen IV und Laminin in den Basalmembranen
von Uterusepithel, Drisenepithel und BlutgefdRen nach Kontaktaufnahme mit dem
Trophoblasten. Gleichzeitig zeigt die Basalmembran des Trophoblasten eine positive
Immunreaktion auf Kollagen I, VI und Laminin. In den Bereichen, in denen keine
Implantation stattfindet, bleibt die Verteilung von Kollagen IV und Laminin
unverandert (Guillomot 1998).
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Im Gegensatz dazu kommt es beim Schwein zu keinerlei Umbauvorgéngen in der
Basalmembran der Epithelien (Bowen et al. 1996). Fibronektin ist wahrend der friihen
Implantation auf dem Trophoblasten und im Uteruslumen lokalisiert (Bowen et al.
1996). Tue et al. (1996) berichten, dass die glykosylierte Variante von Fibronektin,
oncofetales Fibronektin, wéhrend der ganzen Tréchtigkeit im Trophoblasten,
Uterusepithel und Driisenepithelzellen lokalisiert ist. Die Anwesenheit von oncofetalem
Fibronektin an der feto-maternalen Kontaktzone deutet auf eine Beteiligung an
Wechselwirkungen zwischen uterinem Epithel und dem Trophoblasten und bei der
Anheftung am Endometrium hin (Feinberg et al. 1994). Die immunzytochemische
Analyse von Fibronektin und oncofetalem Fibronektin im Endometrium und im
Trophoblasten des Schafes zeigt, dass das oncofetale Fibronektin tiberwiegend entlang
der apikalen Oberflaiche wvon Uterusepithel und Drisenepithel wie auch im
Trophoblasten lokalisiert ist (Feinberg et al. 1991).

1.2.3 ECM-Proteine in der hdmochorialen Primatenplazenta

Im ersten Drittel der Schwangerschaft sind Deziduazellen in einem Netzwerk aus
Kollagen I und 111 eingebettet, wobei Kollagen IV und Laminin in der externen Lamina
um die Deziduazellen lokalisiert waren und Fibronektin in der gesamten extrazellularen
Matrix beobachtet wurde (Kisalus et al. 1987). Alle diese Matrixproteine wurden durch
Immunfluoreszenz nachgewiesen und die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Matrixproduktion eine Hauptfunktion der Deziduazellen im ersten Drittel der
Schwangerschaft ist (Kisalus et al. 1987).

Invasive extravillése Trophoblastzellen sind in ihrer selbstsezernierten extrazelluldren
Matrix, dem sogenannten matrix-typischen Fibrinoid, eingebettet (Frank et al. 1994,
1995). Fibrinoid wird in zwei Phdnotypen unterteilt, erstens in das fibrin-typische
Fibrinoid und zweitens in das matrix-typische Fibrinoid (Frank et al. 1994, Lang et al.
1994), die beide separiert von einander gefunden werden (Benirschke und Kaufmann
1995).

Das matrix-typische Fibrinoid als Sekretionsprodukt der extravillosen Trophoblastzellen
(Frank et al 1994, 1995) ist hauptséchlich in der Basalplatte lokalisiert, in der ihm
verschiedene Funktionen zugesprochen werden. Einerseits verankert es die Plazenta im

maternalen Gewebe und andererseits ermdglicht es extravillésen Trophoblastzellen in
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maternales Gewebe einzudringen (Feinberg et al. 1991). Um diesen unterschiedlichen
Aufgaben gerecht werden zu konnen, setzt sich das matrix-typische Fibrinoid aus
verschiedenen extrazellularen Matrixproteinen, wie den Basalmembran-Vertretern
Laminin, Kollagen IV und Heparansulfat (Castellucci et al. 1993, Frank et al. 1994),
sowie Fibronektin, zusammen (Feinberg et al. 1991, Frank et al. 1994, 1995).

Zahlreiche Untersuchungen zur Verteilung der ECM Proteine wurden auch an Plazenten
des Makaken und Pavian durchgefiihrt (Blankenship et al. 1992, 1993, King et al. 1994,
Fazleabas et al. 1997, Pijnenborg et al. 1996). In allen Trachtigkeitsstadien findet man
in der Plazenta von Makaken teils betrachtliche Mengen extrazellulédrer Matrixproteine
(Blankenship et al. 1992, 1993). In den frihen Tréchtigkeitstadien weisen die
Trophoblastzellen im Bereich der Zotten eine verdickte Basalmembran auf, die aus
Kollagen 1V und Laminin, sowie im geringen Male aus Fibronektin besteht
(Blankenship et al. 1992, 1993). Distal gelegene Trophoblastzellen zeigen gegeniber
proximal gelegenen Trophoblastzellen interzellular deutlich gréfRere Mengen an
Kollagen IV, Laminin und Fibronektin (Blankenship et al. 1992, 1993). In der spaten
Trachtigkeitsphase sind die Matrixproteine in der Basalmembran nur noch schwach
vorhanden (Blankenship et al. 1992, 1993). Am Ubergang zum maternalen Gewebe
verschwinden Kollagen 1V, Laminin und Fibronektin und sind nicht mehr nachweisbar
(Blankenship et al. 1992, 1993). Beim Pavian findet man um die Deziduazellen der
frihen Trachtigkeitsphase reichlich Kollagen IV, Laminin und Fibronektin (Fazleabas
et al. 1997). Im eingedrungenen Trophoblasten kann zudem Fibronektin nachgewiesen

werden (Pijnenborg et al. 1996).
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1.2.4 Osteopontin: Ubersicht und allgemeine Definition

Osteopontin (OPN) ist ein saurehaltiges phosphoryliertes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ca. 70 Kilodalton (kDa), das aus 301 Aminosauren besteht. Ein
entscheidender Teil der cDNA ist die Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-(GRGDS) Sequenz (Butler
1989), die bei allen S&ugetierspezies in hohem MaRe konserviert ist (Mazzali et al.
2002). Durch Gefrieren und wieder Auftauen oder durch eine Behandlung mit Proteasen
wird das 70 kDa Protein in 24 kDa und 45 kDa Proteinfragmente gespalten (Weber und
Cantor 1996). Es ist ein Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM) (Butler 1989) und
wurde zuerst aus Ratten-, Menschen- und Rinderknochen isoliert (Franzen et al. 1985),
wo es gleichermallen von Osteoklasten und Osteoblasten gebildet wird. Spéter
entdeckte man es in unterschiedlichen Geweben wund Sekreten, wie im
Gastrointestinaltrakt, in der Schilddriise und Niere, in Hoden und Ovarien, im Uterus, in
Trophoblastzellen und in der Plazenta (Young et al. 1990, Brown et al. 1992, McKee et
al. 1995, Johnson et al. 1999, Gabler et al. 1999). OPN ist bei folgenden Vorgangen
beteiligt: Aktivierung der Zell-Zell Bindung, Vermehrung der Zell-ECM Verbindungen,
Forderung der Migration von Immunzellen, Osteozyten und Tumorzellen, Verringerung
des Zellsterbens durch eine Reduzierung von freien Radikalen sowie die Stimulierung
von B-Zellen zur Immunglobulinsynthese (Nabel et al. 1981, Leibson et al. 1981, Butler
1989, Miyauchi et al. 1991, Denhardt et al. 1993, Liaw et al. 1995, Weber et al. 1996).
AuBerdem verdndert es den intrazellularen Kalziumspiegel und fordert die
Kalziumphosphat Einlagerung in die Knochen (Butler 1989, Miyauchi et al. 1991,
Denhardt et al. 1993, McKee et al. 1995). Als Matrixbestandteil ist OPN auch ein
Ligand fir Integrinrezeptoren an Trophektoderm und Endometrium und ist so an der
Vermittlung der Implantation des Keimes im Uterus beteiligt (Johnson et al. 1999).

Es wird generell akzeptiert, dass OPN in erster Linie an die Arg-Gly-Asp (RGD)
Sequenz des ayfBs Integrinrezeptors bindet (Burghardt et al. 2002). Allerdings kdnnen
die Integrinheterodimere oyfB1, oPs und ouP; ebenfalls Bindungen mit der RGD
Sequenz eingehen (Hu et al. 1995, Denda et al. 1998).
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Osteopontin: Molekdlstruktur von Franzen und Heinegard, Universitat Freiburg

Homepage: http://www.cmb.lu.se/ctb/htmI/OPN.htm

1.3 Osteopontin  im Reproduktiontrakt von Spezies mit

epitheliochorialer Plazentation

Studien an Schafen zeigten, dass es einen OPN mRNA Anstieg in den uterinen Driisen
von tragenden Tieren zwischen dem 13. und 19. Tag der Tréchtigkeit gibt, wohingegen
OPN mRNA weder im Trophoblast noch im Uterusepithel nachzuweisen ist (Johnson et
al. 1999). Immunreaktives OPN Protein kommt bei zyklischen Schafen zwischen dem
1. und 15. Tag sowie bei tragenden Schafen zwischen dem 1. und 19. Tag vor und ist an
der apikalen Oberflache von Uterusepithel und Drisenepithel lokalisiert (Johnson et al.
1999). Es wird vermutet, dass das in das Uteruslumen sezernierte OPN Protein als
gemeinsamer Ligand flr ayf3 Integrine an Trophoblast und Uterusepithel dient. Auf
diese Weise wird die Morphologie des Trophoblasten veréndert und die Anheftung
zwischen Uterusepithel und Trophoblast eingeleitet. Dieses spielt mdglicherweise bei
der Implantation und Plazentation des Schafes eine Rolle (Johnson et al. 1999). In vitro
Versuche, in denen mit OPN Uberzogene Kugelchen auf kultivierte Zellen luminalen
Epithels gegeben wurden, haben gezeigt, dass sich in den Zellen
mikrofilamentassoziierte Proteine, wie Talin aggregieren. Diese Tatsache spricht fir
eine funktionelle Beteiligung von OPN an der Adhasion und Einnistung der Blastozyste
(Johnson et al. 2001).

Beim Schwein, welches eine echte Plazenta epitheliochorialis besitzt (Dantzer et al.
1981), wird OPN mRNA von dem luminalen Epithel des Uterus ab dem 12. Tag der
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Tréachtigkeit und vom Epithel der uterinen Driisen ab Tag 35 ausgeschittet, wéhrend der
Trophoblast keine Expression von OPN mRNA zeigt (Garlow et al. 2002). Das OPN
Protein wird wiederum im Uteruslumen gefunden und dort speziell im Epithel des
uterinen Lumens und der Drusen, sowie in den Trophoblastzellen. Das Vorkommen von
OPN Protein an der apikalen Oberflache von Trophoblast sowie luminalem und
Drisenepithel wahrend der Tréachtigkeit kann ein Beweis dafir sein, dass OPN als eine
Art Klebstoff zwischen Trophoblast und luminalen Epithel fungiert und somit fir
Implantation und epitheliochoriale Plazentation des Schweins eine wichtige Rolle spielt
(Garlow et al. 2002). Damit lassen sich einige Aspekte der endometrialen OPN mRNA
Ausschittung beim Schwein mit denen des Schafes vergleichen (Johnson et al. 1999).
Das Vorkommen von OPN mRNA im luminalen Epithel des Uterus hingegen wurde
nur beim Schwein beobachtet. Dagegen ist die Expression von OPN mRNA bei
Tierarten mit einer invasiven Implantation, wie Primaten (Brown et al. 1992,
Omigbodum et al. 1997) und Mé&usen (Nomura et al. 1988), auf die Driisenepithelien
begrenzt. Bei Schafen, die eine zentrale und nicht invasive Implantation haben, gilt das
gleiche, OPN mRNA wird nur in den Driisenepithelien von tragenden Schafen gefunden
(Johnson et al 1999, Johnson et al. 2001), und nicht im luminalen Epithel des Uterus.
Dennoch wird OPN die gleiche Funktion wie in der Schweineplazenta zugesprochen.
Durch die Bindung von OPN an Integrine zwischen Uterus und Trophoblast kommt es
zu funktionellen intrazelluldren Signalen, die die Entwicklung des Trophoblasten, die
Anheftung und die Plazentation beeinflussen. Die Autoren schlussfolgern, dass die
Anwesenheit und die Regulierung von OPN eine funktionelle Bedeutung haben und

Voraussetzung fur eine erfolgreiche Trachtigkeit sind (Garlow et al. 2002).
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Ubersicht 2. aus Johnson et al. 1999. Schematische Darstellung des hypothetischen
Zusammenspiels von Integrinrezeptoren des Trophoblasten und des Uterusepithels Gber
OPN. OPN wird vom Epithel der uterinen Drisen ausgeschittet und agiert mit
Integrinheterodimeren auf der Oberfldche von Trophektoderm- und Uterusepithelzellen
mit ihrer RGD Sequenz (A) oder nicht-RGD Sequenzen (B). OPN hat mehr als eine
Bindungsstelle und besitzt somit die Funktion als extrazellularer Briickenligand durch

seine multiplen RGD Interaktionen mit a3 Integrinen (C).
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1.4 Osteopontin in der hamochorialen, menschlichen Plazenta

Gegenstand der Forschung beim Menschen, fur den Nachweis von OPN im
Reproduktionstrakt, sind zahlreiche Untersuchungen an gesunden Frauen wéhrend des
Menstruationszyklus und von Schwangeren im ersten Drittel der Graviditdt. OPN wird
in groBen Mengen in Deziduazellen und endometrialen Drlsenzellen in der
Sekretionsphase, wahrend der Trophoblastinvasion, in den uterinen Driisen sowie
wahrend der Implantation und der Plazentation und in der Plazenta bei schwangeren
beschrieben (Brown et al. 1992, Young et al. 1990, Nomura et al. 1988). Bis zur Mitte
der Sekretionsphase des Endometriums, in der die Implantation stattfindet, steigert sich
die Expression von OPN. Transkripte fir OPN und den zugehorigen Rezeptor a,f33
Integrin sind im Drusenepithel zu finden, wohingegen OPN Protein hauptséchlich im
luminalen Uterusepithel zu finden ist (Apparao et al. 2001). AuBerdem wurde eine
Kolokalisation von OPN und seinem Rezeptor, dem o3 Integrin, in Deziduazellen
beim Mensch (Omigbodum et al. 1997) beobachtet, ein Befund der den oben
aufgefiihrten der Sekretionsphase des Endometriums bei Schafen entspricht (Johnson et
al. 1999). OPN st in der Lage, Adhasionen und Migrationen von verschiedenen
Zelltypen durch ein Zusammenspiel mit verschiedenen Zelloberflachenrezeptoren, den
Integrinen, zu vermitteln. Es wird vermutet, dass die a3 Integrinrezeptoren und OPN
eine ergdnzende Rolle wahrend des Implantationsprozesses spielen (Apparao et al.
2001). Die OPN Expression im menschlichen Trophoblasten wird durch Progesteron
reguliert (Omigbodum et al. 1997). Die Zunahme der Expression von OPN und o33
Integrinrezeptoren in der Progesteron-dominanten Phase des Menstruationszyklus
unterstreicht die Rolle von Progesteron in der Implantation (Apparao et al. 2001).
Grundsatzlich wirde eine Schwangerschaft im frihen Stadium ohne Progesteron nicht
bestehen bleiben (Baulieu 1989). Das trifft auch fir die nicht invasiven,
epitheliochorialen Verhéltnisse bei Schaf und Schwein zu (Johnson et al. 1999) und
deutet darauf hin, dass die epitheliale Progesteron-Abregulation fiir die Auslésung der
Sekretionsfunktion der endometrialen Drisen erforderlich ist, um so eine
Aufregulierung der OPN Expression zu induzieren (Geisert et al. 1994, Spencer et al.
1995 und Johnson et al. 1999).
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1.5 Integrine

1.5.1 Ubersicht und allgemeine Definition

Integrine gehdren zu der groRen Familie der homologen Transmembran-
Verbindungsproteine und sind die wichtigsten Rezeptoren auf Zellen, mit denen sich die
meisten Matrixproteine wie Osteopontin, Kollagen, Fibronektin und Laminin verbinden
konnen (Hynes 1987). Sie bestehen aus zwei nicht kovalent verbundenen
Transmembran-Glykoprotein a- und B-Untereinheiten (Alberts et al. 1999). Weitere
Untersuchungen haben gezeigt, dass Integrine aus einer pilzartigen extrazellularen N-
terminalen Region und einem C-terminalen Schwanz, welcher durch die
Plasmamembran hindurch ins Zytoplasma hineinragt, bestehen (Longhurst et al. 1998).
Die Ligandenbindungsstelle auf der Zelloberflache besteht aus Anteilen beider
Untereinheiten und dient gemeinsam der Adhasion von Proteinen der ECM. Es sind bis
heute 24 verschiedene Integrinheterodimere identifiziert worden, die sich aus 18
verschiedenen a-Untereinheiten sowie aus 8 unterschiedlichen pB-Untereinheiten
zusammensetzen kdnnen. Durch die Wechselwirkung einzelner B-Untereinheiten mit
verschiedenen a-Untereinheiten entstehen Integrinmolekiile, die unterschiedliche
Liganden binden (Van der Flier et al. 2001). Die Bindung zwischen Integrinen und
ihren Liganden ist von der Anwesenheit extrazellularer zweiwertiger lonen (Ca®* oder
Mg?") abhangig, die von dem extrazelluldren Teil der a-Kette gebunden werden kénnen
(Ginsberg et al. 1988, Hemler 1988). Eine der am héaufigsten nachgewiesenen
Aminosédurefrequenzen in Integrinliganden ist die Arg-Gly-Asp (RGD)-Sequenz, die
man in Fibronektin, Vitronektin, Fibrinogen, Thrombospondin, Laminin, Osteopontin
und Kollagen vom Typ | (Ruoslathi und Pierschbacher 1987) findet.

Integrine befinden sich normalerweise in einem ,,low affinity“-Status und kénnen ohne
einen bestimmten Aktivierungsprozess nicht an Liganden binden. Diese als ,,inside-out-
signalling” beschriebene Aktivierung mussen B1, B2, und B3 Integrin-Familien zuerst
erfahren, um (berhaupt an Liganden der ECM binden zu kdnnen (Longhurst et al.
1998).
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1.5.2 Integrine in Spezies mit epitheliochorialer Plazentation

Die meisten Befunde zum Vorkommen von Integrin-Rezeptoren im weiblichen
Reproduktionstrakt stammen aus klinischen Studien und Experimenten mit Nagetieren,
die einen invasiven Trophoblasten aufweisen. Erst kirzlich wurden Ergebnisse von
Studien an Spezies mit nicht invasiver, epitheliochorialer Plazentation vertffentlicht
(Schwein: Bowen et al. 1996; Schaf: Johnson et al. 2001; Rind: Maclntyre et al. 2002,
Pfarrer et al. 2003). Sieben verschiedene Integrinheterodimere, finf a- und zwei
Untereinheiten, werden im Endometrium und im Trophoblast beim Schwein
beschrieben (Bowen et al. 1996). Die Integrin Untereinheiten oy, as, o, B1, Bz und Bs
treten beim Schwein im luminalen Epithel und im Trophoblast auf und sind am
Implantationsort lokalisiert (Bowen et al. 1996). Diese Untereinheiten sind
moglicherweise an der Bildung der Integrinrezeptoren o B3, a.af1, awfi, oPs und asB1an
der feto-maternalen Grenzflache wahrend der Trachtigkeit beteiligt und fungieren so als
Teil einer Adhésionskaskade, die sowohl zur stabilen Adhasion zwischen zwei
epithelialen Oberflachen als auch zur Aktivierung der ,,outside-in“ Signaltransduktion
fuhrt (Burghardt et al. 1997). Die Integrinuntereinheiten oy o5 und 1 werden raumlich
und zeitlich wahrend des Ostrus und der frithen Trachtigkeit reguliert und erreichen ihre
maximale Expression wéhrend des "Implantationsfensters” (Bowen et al. 1996).

Die Untereinheiten ou, as, oy, B1, B3 und PBs treten im Endometrium bei Schafen
wahrend des Zyklus und im Stadium der Graviditit im Trophoblasten ab Tag 15 auf.
OPN Protein wird ab Tag 19 im Uteruslumen nachgewiesen und dient vermutlich als
Ligand fir das ayPs; Integrin, welches ebenfalls ab Tag 19 im Endometrium und
Trophoblast vorhanden ist und tber die RGD Sequenz an OPN binden kann (Hu et al.
1995). Das 45 kDa groRe OPN-Fragment bindet mit einer wesentlich hoheren Affinitat
an den Integrinrezeptor o B3 als das natlrliche 70 kDa OPN (Senger et al. 1996). Das 45
kDa OPN Fragment ist schon ab dem 14. Tag p. i. apikal in den Epithelien des
Uteruslumens, ab dem 20. Tag im Trophektoderm und entlang der feto-maternalen
Kontaktlinie bis Tag 120 p. i. zu finden und kann somit schon frih eine Bindung mit
dem Integrinrezeptor o,P3; eingehen (Johnson et al. 2003). Mit Immunfluoreszenz
wurden die Untereinheiten o4, aos, P1, Pz und Ps im luminalen Epithel des
Endometriums, im Drisenepithel und im Trophoblast von Schafen detektiert (Johnson
et al. 2001).
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Beim Rind sind as, as, B1 und der Rezeptor o33 an der basolateralen Oberflache des
luminalen Epithels, im Epithel der oberflachlichen Drusen und im subluminalen Stroma
des Uterus lokalisiert (Kimmins und MacLaren 1999). Das Schema der Expression von
anBs verandert sich wahrend des gesamten Ostrus. Der Rezeptor o, f3 zeigt eine hohe
Expression im luminalen Epithel und unterhalb der subepithelialen Stromazellen
wihrend des Proostrus, Ostrus und Metéstrus. Im Didstrus ist die Expression im
subepithelialen Stroma vermindert, dies wurde von Kimmins und MacLaren (1999)
durch Immunhistochemie nachgewiesen. Im Weiteren konnte in Rinderembryonen mit
Hilfe der PCR-Technik die mRNA der 1 und as Untereinheiten lokalisiert werden
(MacLaren und Wildeman 1995). Sowohl uni- als auch binukledare Trophoblastzellen
exprimieren wahrend der Implantation, das hei3t ab 24. Tag post conceptionem, die 31
Untereinheiten, woraus MacLaren und Wildeman (1995) eine funktionelle Beteiligung
dieser Integrinuntereinheit an der Migration und Entwicklung der Zellen schlielRen.
Nach Hirsch (2000) ist das B1 Integrin beim Rind in den TGC besonders in der friihen
Plazentation nachzuweisen. Daneben ist B; und o; basal an fetalen und maternalen
Epithelien zu finden, wo es mit o einen Rezeptor fir das Laminin der Basalmembran
bilden kann. Dabei ist anzumerken, dass oy, o und 1 die einzigen
Integrinuntereinheiten sind, die beim Rind von Trophoblastzellen fast wahrend der
gesamten Plazentation (80.-270. Tag) exprimiert werden (Hirsch 2000). Pfarrer et al.
(2003) vermuten, dass die TGC entlang ihrer ,,eigenen” Lamininmatrix migrieren und
Zell-Zell-Kontakte mit benachbarten Zellen (iber das Integrin af3; vermitteln. Wahrend
der Implantation der Ziege wurde die B, Integrinuntereinheit entlang der basolateralen
Membranen von luminalem und Drisenepithel lokalisiert, wobei die Expression von B
in den luminalen Epithelzellen wahrend der embryonalen Adh&sion abnimmt
(Guillomot 1999).

Die Anwesenheit von Integrinrezeptoren im Endometrium und Trophektoderm weist
darauf hin, dass diese als Vermittler fiir die embryonale Anheftung mit dem uterinen
luminalen Epithel dienen. Dieses trifft moglicherweise flr weitere S&ugetierarten zu.
Die Untereinheiten o, und B3 spielen bei dieser Anheftung eine besondere Rolle, weil
sie als Heterodimer OPN binden, welches dann als Bruckenmolekil fungiert
(Omigbodun et al. 1995, Johnson et al. 2001).
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1.5.3 Integrine in hamochorialen Plazentationstypen

Im menschlichen Endometrium wurden 14 verschiedene Integrinheterodimere
identifiziert, die aus 9 verschiedenen o- und 5 B-Untereinheiten zusammengesetzt sind.
Die beiden zyklusabhangigen Integrine a3 und osf; werden im sogenannten
Implantationsfenster (,,window of implantation®) im Endometrium exprimiert und sind
ein wichtiges Merkmal uteriner Empféanglichkeit (Lessey et al. 1994). Integrine
scheinen also eine grofle Rolle wahrend der Implantationsphase und beim Aufbau der
Dezidua einzunehmen (Lessey et al. 1992, 1994, 2000; Illera et al. 2000). Im ersten
Drittel der Schwangerschaft findet man in den Zellen des Zottenstromas die
Integrinuntereinheiten o, und B1. Thre Expression nimmt in spéteren Stadien ab und ist
in Plazenten zum Geburtstermin nicht mehr nachweisbar. Transkripte von Integrin o3
wurden in den uterinen Drusenepithelien nachgewiesen und das Protein war besonders
entlang der apikalen Oberflaiche vom luminalen Epithel lokalisiert (Apparao et al.
2001). In der Implantationsphase geht die maximale Expression von a3 Integrin mit
einem Anstieg von Progesteron einher (Lessey et al. 1996), wahrend eine abnormale
Expression von a,f3 Integrin mit einer Unfruchtbarkeit verbunden ist (Lessey et al.
1996). Vanderpuye et al. (1991) fanden heraus, dass Integrin of3 von humanen
Synzytiotrophoblasten exprimiert wird, nicht aber von Zytotrophoblastzellen. Durch
dieses Integrin wird die Adhésion zwischen humanen Trophoblastzellen und OPN
vermittelt (Omigbodun et al. 1995). Hieraus ergibt sich die Hypothese, dass diese
Ligand-Rezeptor (OPN-a,f3) Bindung die Adhé&sion und die Verbindung zwischen
zwei Zellschichten einleitet und wahrscheinlich somit die lebenswichtige strukturelle
Integritat der Chorionzotten bestimmt (Omigbodun et al. 1997).

Analysen am Implantationsort zeigen auf, dass Integrinuntereinheiten wie o, as, o, B1
und Bz genau an der Stelle des Trophoblasten auftreten, die Kontakt mit dem
Uterusepithel aufnehmen. Die Rezeptoren ausf31, asp1, ayfB1 und o3 wurden in Studien
am Mensch wahrend des wichtigen Ereignisses der Adhésion identifiziert (Omigbodun
et al. 1997). Sie sind alle Mitglieder der Fibronektin-Vitronektin Familie der Integrin
Rezeptoren (Hynes 1992).

Die rdumliche und zeitliche Verteilung und Modulation von verschiedenen Integrin-

untereinheiten im Reproduktiontrakt der Frau wahrend des Menstruationszyklus und der
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frihen Schwangerschaft, geben Grund zur Annahme, dass sie direkt in die Implantation
involviert sind (Tabibzadeh 1990; Lessey et al. 1992).

Das Integrin ayfB3; und der Ligand Osteopontin werden bei Pavianen im Driisenepithel
und in den Dezidua-Zellen exprimiert (Fazleabas et al. 1997). Sutherland et al. (1993)
wiesen nach, das die Integrin Heterodimere asP1, aeP1, oz vom Mausembryo selbst
exprimiert werden und zwar in der sehr frihen Entwicklungsphase. Eine spétere
Expression von zusétzlichen o Untereinheiten, erlaubt eine groRere Vielfalt an
Interaktionen mit ECM Proteinen vom Embryo selbst und natirlich zwischen Embryo
und Uterus. So wurde die Ausschittung von oy, ag und oy Iim spaten
Blastozystenstadium vor der Implantation und oy mit dem Beginn der Implantation
nachgewiesen (Sutherland et al 1993). Diese Variation der Integrin Expression
zwischen den der einzelnen Tierarten, reflektiert Unterschiede zwischen den
verschiedenen Typen der Apposition, Anheftung und Invasion wéhrend der

Implantation.
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1.6 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Unterschiede der plazentéren Lokalisation und
Expression von Osteopontin in den unterschiedlichen Trachtigkeitsstadien des Rindes
darzustellen um Rickschluss ziehen zu kénnen, ob OPN auch bei der Trachtigkeit des
Rindes eine Rolle als Brickenligand zwischen luminalem Epithel und Trophoblast
spielt.

Die Verteilung von OPN soll mit Paraffin- und Kryostatschnitten aus
Rinderplazentomen verschiedener Tréchtigkeitsstadien sowohl immunologisch als auch

molekularbiologisch untersucht werden.
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2.1

MATERIAL und METHODEN

Material

Die Probenentnahme im Rahmen dieser Arbeit erfolgte am GielRener Schlachthof. Die

gesunden Rinder waren unterschiedlichen Alters und in verschieden Stadien der

Tréchtigkeit. Die Graviditatstadien wurden mit Hilfe der Scheitel-Steiss-Lange (SSL)

des Fetus geschétzt (siehe Tabelle 1 und 2).

ALTER GEWICHT SSL IN AUFTRETEN DER KORPERLICHE PLAZENTA
MONAT- DER CM BEHAARUNG ENTWICKLUNG
FRUCHT
ENDE IN KG
Anlage
vorhanden,
1. 0,002 0,8-2,2 - Kopf und GliedmaRen mikrovillare
erkennbar Adhésion ab
20. Tag p.i.
Kauanlage erkennbar, Plazentation
2. 0,01-0,03 53 - Gaumenspalte und im Gange,
Brustbein schlielen sich linsengroRe
Kotyledonen
Hodensack, Euteranlage,
Magenabteilungen Plazentare
3. 0,17-0,39 13 - erkennbar Verankerung
vollsténdig
Feine Haare am Klauen abgesetzt und gelb Plazentome
4. 0,8-1 24,5 Augenbogen geférbt 6,5:35:2,0
cm
Zitzen bilden sich aus, Plazentome
5. 1-3 32,5 An Augenbogen, Kinn, Hoden treten in den 75:4,0:25
Lippen Hodensack cm
An Augenbogen, Kinn, Plazentome
6. 3-8 45 Lippen, Augenlidern, 80:45:25
Ohrrand, Hornstellen, cm
Schwanzspitze
An Extremitéten bis an Plazentome
7. 8-15 56 Karpal- und 11,0: 5,0:2,8
Tarsalgelenke Alle Organe angelegt, cm
Vollstandig, aber kurz fortschreitendes Wachstum Plazentome
8. 15-25 69 behaart, Bauch- und 11,0: 6,0:3,5
Nabelhaar kurz und cm
diinn
Behaarung wird langer Plazentome
9. 20-45 81 und vollstandiger, auch 14,0:6,5
an Hautnabel und Bauch 4,5cm

Tabelle 1: Wachstum und Altersbestimmung beim Rinderfetus (nach Habermehl, 1975)
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MATERIAL METHODEN
. SSL Geschlecht . . 4%

Rind des Fetus (cm) des Fetus Tag Stickstoff Bouin Formaldehyd
S 29 2,5 n. b. ca. 30 X X

S3 3,5 n. b. ca. 30 X X
S9 6 n. b. ca. 50 X X

S18 7,3 n. b. ca. 65 X X

S7 10 W ca. 80 X X

S 27 10,7 m ca. 80 X X

S 26 10,8 m ca. 80 X X

S 30 13,2 m ca. 90 X X

S11 13,7 n. b. ca. 90 X X

S 20 14 m ca. 100 X X

S 32 14,2 m ca. 100 X X

S 23 17,2 w ca. 100 X X

S13 17,6 m ca. 110 X X

S 34 20 W ca. 110 X X

S1 21,5 w ca. 110 X X
S12 23,5 m ca. 120 X X

S10 24 m ca. 120 X X

S4 24,2 w ca. 120 X X X
S 24 24,3 m ca. 120 X X

S17 315 w ca. 140 X X

S5 32,5 W ca. 140 X X X
S2 34 W ca. 140 X X
S19 36,8 W ca. 150 X X

S15 44 W ca. 150 X X

S6 46 m ca. 180 X X

S8 47 m ca. 180 X X

S 16 48 w ca. 180 X X

S14 50 w ca. 180 X X

S 25 55,7 m ca. 220 X X

S 28 58 m ca. 220 X X

S22 65,5 m ca. 220 X X

S21 65,9 w ca. 220 X X

S31 78 m ca. 240 X X

S 33 96 w ca. 270 X X

Tabelle 2: Verwendete Proben [m/w mannlich/ weiblich, n. b. nicht bekannt]
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2.1.1 Entnahme und Fixierung der Proben

Die Entnahme des Probenmaterials erfolgte direkt im Anschluss an die Schlachtung.
Der Uterus wurde nach der Entblutung extirpiert. Das fruchttragende Uterushorn wurde
entlang der Curvatura major eroffnet, der Embryo respektive Fetus entnommen und die
SSL gemessen. Um eine Trennung von fetalem und maternalem Gewebe soweit wie
mdoglich zu vermeiden, musste auf sorgféltige Behandlung geachtet werden.
Unterschiedlich groRe Plazentome wurden mit einer Schere aus verschieden Bereichen
des graviden Uterushorns entnommen und parallel in Bouin“scher Losung fixiert oder in
flussigem  Stickstoff schockgefroren. Auflerdem wurden Plazentome Aalterer
Trachtigkeitsstadien mit Bouin’scher Losung mittels einem Perfusionsbesteck
(Vasuflo®, 0,65 x 19 mm, Dispomed®, Gelnhausen) tiber Aste der Aa. umbilicales
perfusionsfixiert, wodurch das Blut aus dem fetalen Gefal3system der Plazentome
herausgespult wurde. Die so fixierten Plazentome wurden anschliefend in Bouin“scher
Losung 24 h nachfixiert. Von den frilhen Stadien (<80 d) wurden die Uterushérner in
toto entnommen und wiederum in Bouin’scher Lésung 4 h immersionsfixiert,
anschlieRend in 0,5 cm breite Stucke geschnitten und in der gleichen Lésung ca. 24 h
nachfixiert.

Die in Bouin’sche Lésung verbrachten perfusionsfixierten Plazentome wurden mit
einem Skalpell in ca. 0,5 cm x 1 cm x 0,5 cm grofRe, tortenstiick&hnliche Proben
geschnitten (siehe Skizze) und routinemaRig in Paraffin eingebettet.

Die zunachst in flssigen Stickstoff verbrachten Plazentome wurden bei —80°C gelagert.
Die nativen Proben zur Verarbeitung am Gefriermikrotom wurden in 0,5 cm x 1 cm x
0,5 cm Stlcke geschnitten, die in Aluminiumfolie verpackt bei —80°C tiefgefroren

wurden.
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemische Untersuchung

2.2.1.1  Kryostatschnitte und Fixation

Geeignete Plazentomstiicke wurden mit Tissue Tek® Gewebekleber (Sakura, Torrance,
CA) auf Probenteller aufgeklebt und im Kryostat (Reichert und Jung, Nussloch)
befestigt. Etwa 13um dicke Gefrierschnitte wurden bei —22°C erstellt und direkt mit
Chrom-Alaun beschichteten Objekttragern vom Messer abgehoben und bei
Raumtemperatur (RT) 1 h getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte 10 Sekunden
(sec) in einer Losung aus Aceton und Methanol [70 : 30] fixiert und kurz bei RT

getrocknet.

2.2.1.2  Immunhistochemisches Nachweisverfahren (Avidin-Biotin-Komplex,
ABC Methode)

Vorbehandlung der Gefrierschnitte:
Nach der Fixation wurde die endogene Peroxidase (Oxidoreduktasen), die bei jeder
Entwicklung mit Peroxidase-Substraten zu einer Hintergrundreaktion fiihren wirden,

blockiert. Die Schnitte wurden dazu folgendermafen behandelt:

e 10 min Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit 1 % H,O, in PBS
gel6st bei RT

e 3 x5 minsplleninPBS, bei RT

e 20 min Inkubation (Feuchte Kammer) 0,02 % BSA in PBS, bei RT.
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PrimarantikOrper:

Die Primarantikorper LF-123 und LF-124 werden in einer Verdinnung 1/200 wie folgt

eingesetzt.

Inkubation in feuchter Kammer ber Nacht mit einer Verdinnung von 1/200 bei
+4°C

Negativkontrollschnitte wurden mit Kaninchennormalserum 1/200 und parallel
dazu mit PBS bei + 4°C inkubiert

Sekundarantikorper:

Als Sekundarantikdrper wurde ein biotinylierter Anti Maus/Anti Kaninchen Antikdrper

aus dem Pferd verwendet, der affinitdtschromatographisch gereinigt war. Dieser war

Bestandteil des Vectastain Universal ABC Elite Kit (Vector Laboratories Inc.,

Burlingame, U.S.A.). Die Inkubationsschritte verliefen folgendermafen:

3 x5 min spilen in PBS, bei RT
20 min Inkubation (Feuchte Kammer) mit Sekundarantikérper bei RT (2,5 ml
PBS + 50 ul BSA + 50 ul Sekundéarantikorper)

3 x5 minspilen in PBS, bei RT
45 min Inkubation (Feuchte Kammer) mit ABC Peroxidase-Komplex bei RT
3 x 5 min spilen in PBS, bei RT

Als Chromogen diente 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC) Losung (Vector Laboratories
INC., Burlingame, U.S.A.), welche die Schnitte rot bis braunlich anfarbt. Der Ansatz

der LOsung erfolgt im Dunkeln.

5 ml Aqua dest. + 2 Tropfen Puffer Stammldsung + 3 Tropfen AEC
Stammlosung + 2 Tropfen Wasserstoffperoxidldsung (alle aus Kit)

3 x 5 min spulen in Aqua dest, bei RT.

30 sek. gegenfarben mit Hamatoxylin

10 min mit Leitungswasser wassern

Eindeckeln mit Kaisers Glyzeringelatine (Merck, OB 282670, Darmstadt)
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2.2.1.3  Auswertung und Dokumentation

Die Auswertung erfolgte an einem Mikroskop der Firma Leica (Wetzlar) mit einer
Kamera (JVC KYF55B Color Kamera). Die Bilder wurden mit dem Programm dhs
Bilddatenbank (Dietermann und Heuser Solution GmbH, Greifenstein-Beilstein)

aufgenommen, digitalisiert und mit dem Programm CorelDraw8 bearbeitet.

2.2.2 Immunfluoreszenz

2.2.2.1  Kryostatschnitte und Fixation

Siehe Kapitel 2.2.1.1

2.2.2.2 Immunfluoreszenz Nachweisverfahren

Um Antikorper zu identifizieren, wurden Gewebsschnitte charakterisierter Substanzen
als Antigen-Substrate verwendet. Im ersten Inkubationsschritt binden sich bei positiver
Reaktion die nachzuweisenden Antikdrper aus dem verdinnten Osteopontin Antiserum
(im Kaninchen erzeugt) an die Festphasen-gebundenen Antigene. Im zweiten
Inkubationsschritt werden diese Antikorper mit fluoreszeinmarkierten Esel Anti-

Kaninchen Sekundérantikorpern sichtbar gemacht.

1. Tag
. Gefrierschnitte 10 min in 100 %-igem Methanol bei —20°C fixieren
. Methanol fixierte Schnitte lufttrocknen und kurz in PBS/Tween spilen
o Proteinblocklésung Esel Normalserum (Aurion, Code 900122, Wageningen,

NL) 1:20 in Antikdrper-Verdinnungspuffer verdinnen und ca. 60 pl auf
Schnitte geben
Die Blockierungslosung sollte aus der Tierart stammen, in der der

Sekundarantikdérper gewonnen wurde.
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. 1 h Inkubation (Feuchte Kammer) bei RT

. Kurz in PBS/Tween spulen

o Primarantikérper OPN 123 und OPN 124 (1:200) mit Antikorper-
Verdlnnungspuffer verdinnen

. uber Nacht Inkubation (Feuchte Kammer) bei 4°C

2. Tag
. 3 x 10 min in PBS/Tween spuilen
Die folgenden Schritte wurden im Dunkeln ausgefiihrt

. Sekundarantikdrper Esel Anti-Kaninchen IgG, FITC-konjugiert
(Chemicon, AP182F, Temecula, USA) 1:200 in Antikorper-
Verdinnungspuffer verdiinnen

. 1 h Inkubation (Feuchte Kammer) bei RT

. 3 x 10 min in PBS/Tween spuilen
. 1 x kurz in Aqua bidest spilen
. Eindeckeln mit Mowiol (Polysciences, Eppelheim)

2.2.2.3.  Auswertung und Dokumentation
Die Schnitte wurden innerhalb von 4-5 Stunden im Fluoreszenzmikroskop (Axiophot,

Zeiss, Wetzlar) untersucht. Zur Fotographie wurden Fuji Neopan 1600 ASA Filme

verwendet.
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2.2.3 RT-PCR

2.2.3.1  Extraktion von mRNA und Protein aus schockgefrorenem Material

Plazentomgewebe wurde in einer Porzellanschale mit flussigem Stickstoff gemorsert.
Etwa 120 mg Gewebe wurde in einem 2 ml Tube (Eppendorf) mit 1 ml Trizol Reagenz
(Life Technologies, 15596-026, Karlsruhe) vermischt und mit dem Ultra-Turrax (IKA-
Labortechnik, Karlsruhe) homogenisiert.

e 5 min bei RT stehen lassen

e 200 ul Trichlormethan (Fa. Roth, 3313.1, Karlsruhe) zugeben und vortexen
e 5 min bei RT stehen lassen

e 15 min bei 4°C und 18.000 U/min zentrifugieren

—

/ Phase 1 (Farblos) = Wassrige Phase: RNA

L——  Phase 2 (Weiss) = Phenol-Chloroform Phase

&
| <4
\7\ Phase 3 (Rot): DNA

RNA Isolation

Prézipitation:
. Abpipettieren der obersten, wassrigen Phase (MRNA)
. Gleiche Menge Isopropanol hinzufligen
. 30 min bei —20°C inkubieren
o 10 min bei 4°C und 18.000 U/min zentrifugieren
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Waschen:

Uberstand verwerfen

Pellet mit 500 ul 70 %igem Ethanol in —20°C Diethylpyrocarbonat (DEPC)-
Wasser 10sen

10 min auf Eis geben

10 min bei 4°C und 18.000 U/min zentrifugieren

Diesen Schritt 1 x wiederholen

Resuspendieren:

Uberstand verwerfen
Pellet 30-60 min bei 37°C trocknen
bei 70°C in 50 ul DEPC resuspendieren

Die Lagerung erfolgt bei —80°C in flissigem Stickstoff

Protein-lsolation

Waschen:

Abpipettieren der unteren roten Phase

1,5 ml Isopropylalkohol hinzufugen, kurz vortexen (Reax Control,
Heidolph, Schwalbach)

10 min bei RT stehen lassen

Vortexen

10 min bei RT stehen lassen

Uberstand verwerfen

Mit 2 ml 95 %igem Ethanol und 0,3 M Guanidinhydrochlorid (Sigma, G-
4505, Minchen) Pellets l6sen

Vortexen

20 min bei RT stehen lassen

Vortexen

5 min bei 4°C und 12.000 U/min zentrifugieren

Den Waschvorgang 3 x wiederholen.
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Pellet in 2 ml 70 %igem Ethanol l8sen
Vortexen

20 min bei RT stehen lassen

Vortexen

5 min bei 4°C und 12.000 U/min zentrifugieren

Resuspendieren:

Uberstand verwerfen

Pellet trocknen bei 37°C 20 min

Resuspendieren bei 70°C in 1 %igem SDS (Natriumdodecylsulfat; Sigma,
L-4390, Miinchen)

10 min bei 4°C und 12.000 U/min zentrifugieren

Pellet verwerfen

Uberfithrung des Uberstandes in neue Tubes

Die Proteine wurden bei —20°C gelagert

2.2.3.2

Agarose-Gel-Elektrophorese (RNA-Gel)

Die einfachste Mdglichkeit ein Amplikon nachzuweisen, ist die Gel-Elektrophorese.

Mit ihr hat man die Mdglichkeit, kleine Mengen des PCR Amplifikates aufzutrennen

und die Banden durch Zugabe von Ethidiumbromid (einem Fluoreszenzfarbstoff, der in

die DNA interkaliert) und eine UV-Bestrahlung sichtbar zu machen.

50 ml Ansatz

1 g Agarose (Appligene LOT#2510) (2 %) in 43,5 ml Aqua bidest. l6sen
In der Mikrowelle aufkochen bis keine Schlieren mehr vorhanden sind
Abkihlen

5 ml 20 x MOPS (Sigma, M-1254, Miinchen)

1,5 ml 37 %iges Formalin

5 ul Ethidiumbromid (Sigma, E-1385, Miinchen) zugeben

Das Gel blasenfrei in einen Elektrophorese-Schlitten giel3en

Mit einem Kamm die Taschen (Slots) fur das PCR Produkt formen.
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Probe Marker

5 ul RNA 2 Ml eines 100 bp Markers (Promega, G2101,
Mannheim)

5 ul Aqua bidest 8 ul Aqua bidest

2 ul Loading Buffer 2 ul Loading Buffer

Der Kamm wurde vorsichtig aus dem Gel entfernt und die Gelkassette in die
Elektrophoreseapparatur (Mini-Protean 3° Electrophoresis Cell System; Bio-Rad,

Minchen) eingebaut.

. Die Elektrophoreseapparatur mit Running Buffer auffillen bis das Gel
komplett bedeckt ist.

. 12 ul je Probe vorsichtig in die Slots pipettieren

. Elektrophorese bei 125 V Spannung und 1 cm Elektrodenabstand 25 min

DNA wandert von — nach +

Ethidiumbromid wandert von + nach —

2.2.3.3  Auswertung und Dokumentation

Das Gel wurde auf einem High Performance Ultraviolett Transilluminator (Fa UVP,
Upland, CA) gelegt und mittels einer Electrophoresis Hood (0,8 Vergrolerung, Fa
Polaroid) und mit einer Gel Cam (Fa Polaroid) (Blende 16, Belichtung Y2 sec)

fotografisch dokumentiert.
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2.2.3.4  Erststrang Synthese (cDNA)

Nach folgendem Protokoll wurde die gewonnene mRNA (siehe Punkt 2.2.2.1) mittels
Reverser Transkriptase (Superscript Il Reverse Transkriptase, Gibco BRL,
Gaithersburg, USA, 18064-014) in cDNA (komplementare DNA) umgeschrieben.

Die isolierte mRNA wurde photometrisch gemessen und so der mRNA-Gehalt des
tiefgefrorenen Plazentagewebes bestimmt. Aus diesem ergibt sich die zu verwendende
Menge mRNA in pl und die Menge DEPC-Wasser in pl. In einem Ansatz von 20 pl
sollen 8 ul mMRNA enthalten sein.

Die verwendete Menge ergibt sich nach folgender Rechnung:
Photometerergebnis : 1000 = X

8 (Menge des gewiinschten cDNA-Gehaltes): X = Menge mRNA

20 ul Ansatz
. 8 ul DEPC-Wasser (Differenz zu 12 pl)

. 1 pl Primer Oligo dT-15 (Promega, Mannheim)

. 3 ul RNA
° 10 min bei 70°C stehen lassen
. 3 min im Eiswasser abkihlen

. 4 ul 5x first strang buffer (Gibco BRL, 18064-014, Gaithersburg, USA)
o 2 1l 0,1 M DTT (Dithioreitol) (Gibco, 18064-014, Gaithersburg, USA)
. 1 pl mM dNTP

. 1 min bei 37°C stehen lassen

. 1 pl Superscript 11 Reverse Transkriptase (Gibco BRL, 18064-014,
Gaithersburg, USA)

. 1 h bei 37-42°C Inkubation zur Bildung der cDNA
) Lagerung der cDNA bei — 20°C
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2235 PCR

Mit Hilfe der PCR ist eine Amplifikation von cDNA-Sequenzen fur Osteopontin
mdoglich. Die erforderlichen Primer wurden anhand von mRNA Sequenzen aus der
Nucleotide Datenbank von PubMed ausgewahlt und anschlieBend von der Firma MWG-
Biotech AG in Ebersberg hergestellt.
Primer: Osteopontin 333 Basenpaare

F1 (vorwaérts) S’CGAGGTGATAGTGTGGCTTACGS’
R1 (rickwarts) STCAGGTGTTTGTCTTCTTCACTCT3’

Vor Versuchsbeginn missen alle Reagenzien und Gerate desinfiziert, sterilisiert oder
autoklaviert werden. Der Arbeitsplatz ist mit RNase-free (Continental Laboratory
Products, 401134, San Diego, USA,) gegen RNasen zu behandeln.

Es werden ausschlielRlich gestopfte Pipettenspitzen verwendet.

50 ul Ansatz
o 38,5 ul DEPC-Wasser

. 5 ul 10x PCR-Puffer (Perkin Elmer, N8080241, Boston)

o 4 ul 25 mM MgCl,-Ldsung (Perkin Elmer, N8080241, Boston)
. 1 ml 10 mM dNTP (Perkin Elmer, N8080007, Boston)

. 1 pl 5"Primer (10 pmol) forward/reverse

. 1 pl 3"Primer (10 pmol) forward/reverse

. 1 pl cDNA

o 0,5 ul Tag DNA-Polymerase (Perkin EImer, N8080241, Boston)
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Um die cDNA zu vervielfaltigen missen die Proben mehrere Zyklen bei

unterschiedlicher Temperatur durchlaufen.

1. Die komplementaren Strange einer doppelstrangigen Nukleinsdure werden
getrennt (=>DENATURIERUNG).
2. Die Primer binden an die denaturierte Matrize, dabei entsteht ein

Doppelstrang,  der  Uber  Wasserstoffbriicken  stabilisiert ~ wird
(=>ANNEALING)

3. Eine hitzestabile DNA-Polymerase bindet an den Primer, liest den
verbleibenden DNA-Einzelstrang in 5 - 3" Richtung ab und baut die
entsprechenden Nukleotide aneinander. Somit wird ein neuer DNA-Strang
gebildet (=>ELONGATION)

Die DNA-Strange werden innerhalb jedes Zyklus verdoppelt. Die Proben wurden in
einem Thermocycler (T3, Biometra, Gottingen) mit dem folgenden Programm

bearbeitet:

Heizdeckeltemperatur: 95°C
Schleife: Schritt 2-4 = 40x

Schritt 1 = 95,0°C 3 min 0 sec
Schritt 2 = 95,0°C 1 min 0 sec
Schritt 3 = 63,0°C 1 min 0 sec
Schritt4 = 72,0°C 2 min 0 sec
Schritt 5= 72,0°C 10 min 0 sec
Schritt 6 = 4,0°C Pause

Die Schmelztemperatur wurde nach folgender Formel aus den Nukleinsauren
(Adenosin, Thymin, Guanosin und Cytidin) berechnet:
Tu=(A+T)x2°C+(G+C)x4°C

Die Anlagerungstemperatur ergab sich aus:
TA = T|\/| -5°C
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Somit ergab sich folgende Schmelz- und Anlagerungstemperatur fir OPN

Schmelztemperatur: 72°C

Anlagerungstemperatur: 63°C

2.2.3.6

Agarose-Gel-Elektrophorese (DNA-Gel)

Amplifizierte PCR Produkte werden mittels Gel-Elektrophorese nachgewiesen. Hiermit

werden die PCR Produkte aufgetrennt und die Banden durch Zugabe von

Ethidiumbromid und eine UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.

50 ml Ansatz

1 g Agarose (Appligene LOT#2510) (2 %) in 50 ml 1 x TAE l6sen

In der Mikrowelle aufkochen bis keine Schlieren mehr erkennbar sind
Abkihlen

10 pl Ethidiumbromid (Sigma, E-1385, Miinchen) zugeben

Das Gel blasenfrei in einen Elektrophorese-Schlitten giel3en

Mit einem Kamm die Taschen (Slots) fur das PCR Produkt formen.

Loading Buffer

0,05 g Bromphenolblau (Sigma, B-6131, MUnchen)
0,05 g Xylencyanol

3 g Ficoll 400 (Sigma, F-4375, Miinchen)
3ml0,5MEDTA

Auf 20 ml mit 1 x TAE auf und dann filtrieren.

Running Buffer 1 x TAE

48,4 g TRIS
11 ml Essigsédure
20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,4

Auf 1 Liter mit Aqua bidest auffillen
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Probe Marker

6 ul PCR-Produkt 2 ul eines 100 bp Markers (Promega, G2101)
4 ul Aqua bidest 8 ul Aqua bidest

5 ul Loading Buffer 5 ul Loading Buffer

Der Kamm wurde vorsichtig aus dem Gel entfernt und die Gelkassette in die
Elektrophoreseapparatur (Mini-Protean 3® Electrophoresis Cell-System; Bio-Rad,

Minchen) eingebaut.

. Die Elektrophoreseapparatur mit Running Buffer auffullen, bis das Gel
komplett bedeckt ist.

o 15 pul je Probe vorsichtig in die Slots pipettieren

o Elektrophorese bei 125 V Spannung und 1 cm Elektrodenabstand 25 min

DNA wandert von — nach +

Ethidiumbromid wandert von + nach —

2.2.3.7  Auswertung und Dokumentation

Siehe Kapitel 2.2.3.3
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2.2.4 RNA in situ Hybridisierung mit digoxigenin-markierten RNA-

Sonden

2.2.4.1  Herstellung von DIG-markierten Sonden

Die cRNA Sonden zur Hybridisierung wurden im Institut fir Veterinar-Anatomie,
-Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitat nach folgendem Schema
aus dem RT-PCR Produkt hergestelit.

Klonierung:
. Ligation von Plasmid (pGEM-T) und Insert (PCR-Produkt)

. Transformation von Plasmid (mit Insert) in E. coli XL1-Blue

. Plasmid Extraktion

. Doppelverdau und DNA Agarose Gel

. Restriktions-Endonuklease-Verdauung (Linearisierung der 5’-Enden)

. 2 x Einzelverdauung mit Restriktionsenzymen NCO | und NOT I, zur
Herstellung von der identischen Sense und der komplementaren Anti-Sense
Sonde

. DNA Agarose Gel

In-vitro Transkription von DIG-cRNA:
° Umschreiben der DNA in cRNA
o Markieren der cRNA Sequenzen mit DIG-RNA-Labeling-Mix

Um die erzeugten Sequenzen mit den urspriinglichen zu vergleichen, wurde die Identitat
dieser Gen-Stlicke durch Sequenzierung gepriift und bestéatigt (Qiagen Sequenzier

Service).
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2.2.4.2  Insitu Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung ist eine aussagekraftige Methode, um sowohl DNA- als auch

RNA-Sequenzen in Geweben, Zellen und intrazelluldren Strukturen zu lokalisieren.

Behandlung der Paraffinschnitte:

Mit einem Mikrotom (Firma Leica, Wetzlar) wurden etwa 3um dicke Paraffinschnitte
angefertigt. Diese wurden vorsichtig vom Messer abgehoben, in einem Wasserbad bei
37°C gestreckt und auf 3-Aminopropyltriethoxysilane (APES) beschichtete
Objekttrdger aufgezogen. Die Schnitte wurden 24 h bei 37°C im Trockenschrank

getrocknet.

Vorbereitungen am Vortag:

. 3 um dicke Paraffin-Schnitte in einen Trockenschrank bei 60°C stellen
. Xylol in den Trockenschrank bei 60°C stellen
1.Tag

Vorbereitung:
Entparaffinieren und Entwéssern:
. Paraffinschnitte 5 min in Xylol (Trockenschrank) stellen
. 2 X 5 min Xylol, RT
o 2 X 5 min 96 %iges Ethanol, RT
° 1 x 5 min 70 %iges Ethanol, RT

Fur die nun folgenden Schritte wurden ausschlieRlich sterile Behalter, sterile Bestecke
und autoklavierte Losungen verwendet, um eine RNase Kontamination einzuschrénken.
Die Sterilisation der Instrumente wurde 4 Stunden bei 180°C in einem HeiBluft-

Sterilisator (Heraeus, Rabenau) vorgenommen.
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° 1 x 5 min steriles DEPC-Wasser, RT

. 1 x 20 min 0,2N HCI, RT

. 15 min in 2 x SSC bei 70°C spulen

o 5 min in PBSM spulen

o Inkubation mit Proteinase K (Sigma, P-2308, Minchen) in feuchter
Kammer bei 37°C

. 5 min in 0,2 %ige Glyzin-L6sung spllen, Standkivette

. 15 min in 20 %ige Essigsaure bei 4°C spiilen, Standkivette

. 1 x5 min in PBSM spulen

. 10 min in 4 %iger Paraformaldehyd-Losung spulen, Standkuvette

. 1 x 5 min in PBSM spiilen

Préhybridisierung:
. 30 min 20 %iges Glyzerol (Sigma, G-5516, Miinchen) in DEPC-Wasser

Hybridisierung:

SONDEN-GEMISCH
Substanz Sense Antisense
DEPC-Wasser 4 ul 4 ul
Salmon sperm DNA (1 mg/ml) (Sigma, D-7656) 4 ul 4 ul
Yeast t-RNA (1 mg/ml) (Sigma, R-8508) 8 ul 8 ul
DIG-cRNA (Sonde) 4 ul 4 ul

HYBRIDISIERUNGS-PUFFER
Substanz Sense Antisense
DEPC-Wasser 56 ul 56 ul
20x SSC (2x) 40 ul 40 ul
50 % Dextransulfat (10 %) auf 70°C erhitzen 80 ul 80 ul
Denhardt-Reagenz (BFP; 1x) (Sigma, D-2532) 4 ul 4 ul
Deionisiertes Formamid (50 %) (Sigma, F-9037) 200 pl 200 pl
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2. Tag

Schnitte kurz in 2x SSC tauchen

10 min auf Heizplatte 70°C legen, dann auf Kihlakku abschrecken
Sondengemisch 10 min in Wasserbad bei 70°C stellen, dann im Eiswasser
abschrecken

Sondengemisch und Hybridisierungspuffer zusammen pipettieren und auf
den Schnitt geben (ca. 50 ul pro Schnitt)

Inkubation (Feuchte Kammer mit 50 % Formamid in 2x SSC) uber Nacht,
bei 37°C

Posthybridisierung:

3 x 15 min in 4x SSC spulen

Inkubation (Feuchte Kammer) 1,35 ml 4x SSC + 150 ul 10x
RNaseA/RNaseT1 Stammlosung (Boehringer, 109193, Mannheim) 30 min
bei 37°C

Stringentes Waschen zur Ablésung nicht perfekt gepaarter Hybridmolekile ist

erforderlich, um unspezifische Hintergrundreaktionen zu vermeiden.

4 x 5 min in 4x SSC spllen bei 37°C
15 min in 2x SSC spulen bei 60°C
15 min in 0,2x SSC spiilen bei 42°C
5 min in 0,1x SSC spiilen bei RT

5 min in 2x SSC spulen bei RT

Immunhistochemie:

10 min in 1x TNMT spiilen bei RT

1 h 3% BSA in 1x TNMT spilen bei RT

10 min in 1x TNMT spilen bei RT

Inkubation (Feuchte Kammer) 666 pl 1x TNMT + 333 ul 3 % BSA in 1x
TNMT + 2 pl Anti-DIG-Fab-Antikorper (Rabbit F(ab’) Anti-DIG/HRP P-
5104) (1:500) tber Nacht bei 4°C
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. 2 X 10 min in 1x TNMT spiilen
o 5 min in 1x NTB spiilen
. 5minin 1Xx NTB + 1 ml 1 M Levamisol (Sigma, 9756, Miinchen) spulen
) Inkubation (Feuchte Kammer) bei RT
Die Reaktion wurde am ndchsten morgen nach folgendem Protokoll abgestoppt.
o 5minin 1Xx NTB + 1 ml 1 M Levamisol spiilen
. 5 min in Aqua bidest. spilen

. Eindeckeln mit Kaisers Glyzeringelatine (Merck, OB 282670, Darmstadt)

2.2.4.2  Auswertung und Dokumentation
siehe Kapitel 2.1.2.3
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Il. ERGEBNISSE
3.1 Allgemeines zur Erfassung der immunhistochemischen
Methoden

Immunhistochemisch zeigte sich eine positive Reaktion der Primarantikdrper anti
Osteopontin (OPN) LF-123 und LF-124 durch Auspragung einer rotbraunen Féarbung.
Eine Quantifizierung von immunhistochemischen Farbungen ist grundséatzlich
fragwurdig, daher wurden nur Gefrierschnitte aus denselben immunhistochemischen
Durchgéngen miteinander verglichen. Die Schnitte von verschiedenen Durchgangen
zeigten zwar einheitliche und vergleichbare Farbungen, in einigen Fallen variierte
jedoch die Gesamtintensitat der Farbung. Zusammenhangstrennungen zwischen fetalem
und maternalem Epithel waren regelmél3ig zu beobachten und als Préparationsartefakte
zu betrachten.

Positive Immunreaktionen in der Immunfluoreszenz, das heif3t also die Anlagerung von
fluoreszeinmarkierten ~ Sekunddarantikorpern ~ (Esel ~ Anti-Kaninchen) an  die
Primarantikdrper LF-123 und LF-124, wurde durch UV Lichtanregung in einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Die Fluoreszenz war, wie bei der
Immunhistochemie oben beschrieben, variabel. Ein direkter Vergleich verschiedener
Immunfluoreszenzfarbungen konnte aus technischen Griinden nicht stattfinden, weil die
grin-gelbe Farbung der Immunfluoreszenz bei langerer UV-Anregung an Intensitét

verlor, beziehungsweise nach 2-3 Wochen zuriickging.
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3.2 Lokalisation von OPN Protein in der Rinderplazenta

3.2.1 Osteopontin LF-123 und LF-124 in der Immunhistochemie

Eine Immunreaktion der Osteopontin Antikérper LF-123 und LF-124 war in allen
untersuchten Trachtigkeitsstadien identisch. Plazentomar war eine starke, meist
gefaRassoziierte Immunreaktion im maternalen Stroma zu finden (Abbildungen 1-4). Im
plazentoméren fetalen Mesenchym zeigten ausschlieflich Endothelien eine
Immunféarbung fur Osteopontin, wahrend Trophoblastzellen infranukleér eine schwache
Immunfarbung aufwiesen (Abbildungen 3 und 4). Dagegen war interplazentomar apikal
im Chorionepithel sowie im Uterus- oder Karunkelepithel eine starke Immunreaktion
festzustellen (Abbildungen 5 und 6). Aufféllig war, dass beide Antikorper eine starke

Affinitat zu den Zellen fetaler GefaRwéande und zum maternalen Stroma besitzen.

3.2.2 Osteopontin LF-123 und LF-124 in der Immunfluoreszenz

Plazentomar zeigte sich in der Immunfluoreszenz eine starke Immunreaktion in den
Trophoblastzellen und ein schwacheres Signal im maternalen Stroma (Abbildung 9).
Interplazentomér konnte eine starke Immunférbung apikal in den Zellen der uterinen
Drusen nachgewiesen werden (Abbildung 11). Wie bei der Immunhistochemie
erzeugten die Osteopontin Antikdrper LF-123 und LF-124 ein starkes gefaRassoziiertes
Signal (Abbildung 10).
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Abbildung 1: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-123), circa 140. Tag
post inseminationem (p.i.): Ubersichtsaufnahme aus dem Zentrum des Plazentoms. Die
Immunreaktion ist in erster Linie im maternalen Stroma (MS) zu erkennen. Fetales
Stroma (FS), Trophoblast (T), Trophoblastriesenzelle (Pfeil), Kinstliche Spaltraume

(%). VergroRerung: 200-fach .
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Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-123), circa 140. Tag
p.i.: Detail aus dem Zentrum des Plazentoms mit quer angeschnittenen fetalen Zotten.
Eine Immunreaktion zeigte sich ausschlieBlich im maternalen Stroma (MS).

Trophoblast (T), Trophoblastriesenzelle (Pfeil) Uterusepithel (UE). VergrélRerung: 400-
fach.
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Abbildung 3: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-124), circa 100. Tag
p.i.: Ubersichtsaufnahme der Chorionplatte mit zwei maternalen Septenspitzen. Es ist
ein starkes Signal im maternalen Stroma (MS) und ein schwaches Signal in den
Endothelien unterhalb des Trophoblastepithels (T) zu beobachten. Ein grofies fetales
GefalR (FG) im fetalen Mesenchym (FM) des Allantochorions zeigt eine deutliche
Immunreaktion in der Gefallwand. Uterusepithel (UE). VergroRerung: 200-fach.
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Abbildung 4: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-124), circa. 100. Tag
p.i.. Spitze eines maternalen Septums. Das maternale Stroma (MS) der Septenspitze
zeigt eine besonders starke Immunreaktion. Weiterhin ist eine Immunfarbung in den
GeféalRendothelien des fetalen Mesenchyms (FM) zu beobachten (Pfeilspitzen).
Trophoblastriesenzellen (Pfeil), Uterusepithel (UE). VergroRerung 400-fach.
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Abbildung 5: OPN (LF-123) Immunhistochemischer Nachweis, circa 100. Tag p.i.:
Interplazentomérer Bereich. Die Trophoblastzellen (T) und das Uterusepithel (UE)
zeigen apikal eine starke Immunreaktion. Fetales Mesenchym (FM), Maternales Stroma
(MS), Uteruslumen (UL). VergroRerung: 200-fach.
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Abbildung 6: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-123), circa 100. Tag p.i.:
Interkotyledonérer Bereich. Die interplazentomaren Trophoblastzellen (T) weisen
apikal eine starke Immunreaktion auf. Fetales Mesenchym (FM), Uteruslumen (UL).
VergrolRerung: 400-fach.
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Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-123), circa 140. Tag
p.i.: Maternale Septenspitze, langs geschnitten. Im maternalen Stroma (MS), besonders
im Bereich der Endothelien wird eine starke Immunreaktion beobachtet. Auch im

Trophoblasten (T) zeigt sich eine positive Reaktion. Maternale Gefale (G),
Uterusepithel (UE). VergroRerung 400-fach.
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Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von OPN (LF-123), circa Tag 220 p.i.:
Detail aus dem fetalen Mesenchym (FM) einer Stammzotte. Das GefaRendothel (E) und
Zellen der zugehdrigen GefédlRwand zeigen eine starke Immunreaktion, wéhrend das
umgebende fetale Mesenchym (FM) nur sehr schwach gefarbt ist. VergroRerung: 400-
fach.
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Abbildung 9: Nachweis von OPN (LF-124) durch Immunfluoreszenz, circa 120. Tag
der Graviditat: Zentrum des Plazentoms. Die Trophoblastzellen (Pfeil) zeigen eine
deutliche Fluoreszenz, wohingegen ein etwas schwécheres Signal im maternalen Stroma
(MS) auftritt. VergroRerung 400-fach.
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Abbildung 10: OPN (LF-124) Immunfluoreszenzaufnahme aus dem Bereich der
Chorionplatte, circa 120. Tag der Graviditat. Eine starke Immunfluoreszenz wird im
fetalen Mesenchym (FM) und in den GefaRendothelien (E) fetaler GefaRe beobachtet.
Vergrolierung: 400-fach.
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Abbildung 11: OPN (LF-124) Nachweis durch Immunfluoreszenz, circa 120. Tag der
Graviditét. Interplazentomdres Gewebe: Ein deutliches Fluoreszenzsignal findet sich
apikal in den Zellen der uterinen Drusen (D). VergrofRerung: 400-fach.
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3.3 Nachweis von OPN mittels molekularbiologischer Methoden

3.3.1 Isolation von m-RNA

Die Menge und die Qualitat der isolierten RNA wurden mittels UV-Spektroskopie
bestimmt. Zwei diskrete Banden fiir die Ribosomenproteine 18 S und 28 S rRNA in der

Gelelektrophorese zeigten eine intakte Praparation an.

d180d180d120d120

Abbildung 12: Intakte RNA Isolierung am Tag (d) 120 und 180 der Trachtigkeit,

gekennzeichnet durch S18 und S28 ribosomales Protein.
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3.3.2 RT-PCR

Mit Hilfe der Reverse-Transkriptase (RT)-PCR wurden spezifische RNA-Sequenzen fiir
Osteopontin amplifiziert.

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte elektrophoretisch unter Verwendung eines
2%-igen Agarosegels. In dieser physikalischen Matrix werden die PCR-Produkte nach
ihrer Grolke getrennt. Das nach der Primerauswahl zu erwartende spezifische PCR-
Produkt mit einer GréRe von 333 bp, erscheint nach der RT-PCR in allen drei getesteten
Tréachtigkeitsstadien (Tag 120, 180 und 270) gleichméfRig. Die Banden des Markers

entsprechen je 100 Basenpaaren.

M d270 d270 d220 d220 d80 d80

Abbildung 13: Amplifikate der OPN mRNA werden in allen drei unterschiedlichen
Tréchtigkeitsstadien spezifisch mit einer Basenpaarldange (bp) von 333 bp exprimiert.
Marker (M), Tag (d).
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3.3.3 Lokalisierung der OPN mRNA in der Rinderplazenta durch

in situ Hybridisierung

Die Hybridisierung mit der Antisense Sonde wurde durch eine braun-schwarze Farbung
im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen. Plazentomar exprimierten Endothelzellen der
GefélRe des maternalen Stromas und des fetalen Mesenchyms OPN mRNA.
Interplazentomér erfolgte der Nachweis von OPN Transkripten im fetalen Mesenchym
und auch dort vor allem in den Endothelzellen. Auch bei der in situ Hybridisierung

wurden keine Veradnderungen im Verlauf der Graviditat beobachtet.

Abbildung 14: In situ Hybridisierung fir OPN im Zentrum des Plazentoms, circa 180.
Tag der Graviditat. Es ist ein starkes Signal in den Endothelzellen der GefalRle des
maternalen Stromas (MS) zu beobachten. Trophoblast (T), Trophoblastriesenzellen
(Pfeile), Uterusepithel (UE). VergroRerung: 400-fach.
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Abbildung 15: Nachweis von OPN durch in situ Hybridisierung im interplazentomaren
Gewebe, circa 80. Tag der Graviditdt. Nachweis von OPN-Transkripten im fetalen
Mesenchym (FM), besonders in den Endothelzellen (E). Weiterhin erscheinen Zellen,
die moglicherweise dem Immunsystem zuzurechnen sind, positiv (Pfeile). Trophoblast
(T). VergroRerung: 400-fach.
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V. DISKUSSION

4.1 Kritische Betrachtung der Methoden

Sowohl bei der Immunhistologie als auch bei der Immunfluoreszenz wurden
Gefrierschnitte  aufgrund der besseren  Antikorpergangigkeit im  Gewebe
Paraffinschnitten vorgezogen.

Die Gefrierschnitte wurden mit einer relativ grof3en Schnittdicke von 13 um angefertigt,
um die Morphologie des Gewebes besser zu erhalten. Die Zusammenhangstrennung
zwischen Trophoblast und maternalem Epithel konnte trotzdem nicht vermieden
werden, so dass in diesem Bereich hdufig eine Lucke entstand. Um bei beiden
Methoden bezlglich Morphologie und Immunreaktion zu einem befriedigenden
Ergebnis zu kommen, wurde die Fixierung in der Immunhistochemie mit
Azeton/Methanol im Verhéltnis 70:30 fir 10 Sekunden bei Raumtemperatur (Hirsch
2000) und in der Immunfluoreszenz fir 10 Minuten in 100%-igem Methanol bei —20°C
(Johnson et al. 1999b) vorgenommen.

Die partiell leichte Unschéarfe der Fotografien im Ergebnisteil ergibt sich aus der oben
erwéahnten Schnittdicke, da sich in Verbindung mit der Farbereaktion haufig keine
einheitliche, scharf zu fokussierende Ebene mehr finden lieB. Bei der
Immunhistochemie kam es im Lumen der BlutgefaRe, sowie im Bereich der artifiziellen
Zusammenhangstrennungen zur unspezifischen Anfarbung der Schnitte. Aullerdem
zeigten einzelne Schnitte eine leichte Hintergrundfarbung, die mit Hilfe der
Negativkontrolle ebenfalls als unspezifisch bestdtigt werden konnten. Fur die
unterschiedliche Intensitdt der Nachweisreaktionen von OPN Antikorper LF-123 und
LF-124 in der Immunhistochemie und in der Immunfluoreszenz kommen verschiedene
Erklarungen in Betracht. Einerseits kénnten die unterschiedlichen Fixierungen und
andererseits die Temperaturen bei der Vorbehandlung der Gefrierschnitte eine Rolle
spielen. Die in der Immunhistochemie schwache Nachweisreaktion von OPN Protein in
den Trophoblastzellen konnte mittels der Immunfluoreszenz deutlich intensiviert
werden, was sich durch die andere Vorbereitung (Fixierung mit —20°C kaltem Methanol
siehe Kapitel 3.2.1.1. und 3.2.2.2.) der Gefrierschnitte erklaren lasst, aber auch durch
die Tatsache, dass sich sehr geringe Mengen von Antigenen mittels Fluorochromen

besser darstellen lassen.
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Im Gegensatz zur Immunhistochemie konnten fiir die in situ Hybridisierung sehr viel
dunnere Paraffinschnitte verwendet werden, welche sich im Allgemeinen durch eine

ausgezeichnete Morphologie auszeichnen.
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4.3 Vergleichende Betrachtung des Vorkommens von OPN bei

den Tierarten Rind, Schaf und Schwein und beim Menschen

Die endometriale Ausschiittung von Integrinen und ihren ECM Liganden korreliert in
vielen Spezies mit der Embryoeinnistung und der Ausdifferenzierung des Uterus
wahrend der Graviditat (Bowen et al. 1996, Fazleabas et al. 1997, Kimmins et al. 1999,
Apparao et al. 2001, Johnson et al. 2001, Maclntyre et al. 2002). Das bekannteste
Integrin, welches Liganden wie Fibronektin, OPN und Laminin mittels ihrer Arg-Gly-
Asp (RGD) Sequenz bindet, ist das Integrin o f3 (Sasaki et al. 2001, Johnson et al.
2003). Die Affinitat von Integrinen zu ihren Liganden ist vom Zelltyp abh&ngig und
wird durch Phosphorylierung im Zytoplasma (inside out signaling) und von den
Liganden (outside in signaling) aktiviert (Jamora et al. 2002, Miranti et al. 2002). Bei
Maus, Mensch, Pavian und Schaf zeigte sich, dass das Zusammenwirken von Integrin
owPs und OPN im Uterusepithel fur die Anheftung und Invasion des Trophoblasten
erforderlich ist (Coutifaris et al. 1998; Johnson et al. 1999, 2001; Apparao et al. 2001;
Maclntyre et al. 2002). Die Blockierung des o3 Integrins im Mauseuterus konnte die
Implantation von Embryonen verhindern (Coutifaris et al. 1998). Beim zyklischen und
tragenden Schaf werden die verschiedenen Integrinuntereinheiten apikal wvon
Uterusepithelien und vom Trophoblasten exprimiert (Johnson et al 2001, 2003)
wohingegen in der Rinderplazenta, die eine ahnliche Anatomie aufweist wie die
Schafplazenta, keine epitheliale Expression von o,f3 sondern eine Lokalisation im
maternalen Karunkelstroma (Hirsch 2003) sowie interkarunkuldr (Kimmins et al.1999,
2003) festgestellt wurde, was dafur spricht, dass Wechselwirkungen von OPN mit
Integrin owB3 nur im Stroma, nicht aber an der feto-maternalen Kontaktlinie stattfinden.

Beim Rind zeigten sich in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede in
dem Vorkommen von OPN mRNA und OPN Protein in den unterschiedlichen
Tréachtigkeitsstadien, die anhand der fetalen SSL errechnet wurden. Die Lokalisation des
OPN Proteins entsprach weitgehend der der mMRNA. Abweichend hiervon konnte in den
Trophoblastzellen und uterinen Drisenepithelien keine OPN mRNA nachgewiesen
werden. Es zeigten sich in der Rinderplazenta keine Unterschiede in der Lokalisation
von Antikorper LF-123 und LF-124, wohingegen beim Schaf einige Unterschiede
beobachtet wurden. Der LF-123 Antikorper ist beim Schaf in den uterinen
Driisenepithelien zwischen Tag 20 und 120 der Trachtigkeit zu finden, wéahrend LF-124
eine positive Immunantwort im luminalen Epithel, im Trophektoderm und entlang der
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feto-maternalen Kontaktlinie sowohl plazentomér als auch interplazentomar bewirkt
(Johnson et al. 2003). Beide Immunglobuline ermitteln das native 70-kDa OPN, aber
nur das LF-124 kann auch das 45-kDa OPN binden, welches die Sequenz der RGD-
Integrinbindung enthélt (Senger et al. 1996). Dieses 45-kDa Fragment ist die
hauptsachliche Form von OPN in den Uterusdrisen von tragenden Schafen (Johnson
1999a und Johnson 1999b). Es ist apikal in den Epithelien des Uteruslumens am 14.
Tag p. i., am 20. Tag im Trophektoderm und entlang der feto-maternalen Kontaktlinie
bis Tag 120 p. i. zu finden (Johnson et al 2003). Im Gegensatz zu Schaf und Schwein,
bei denen das 45-kDa Fragment hauptsachlich vorkommt, ist bei der Ziege fast
ausschlie3lich die native 70-kDa Form des OPN zu finden. Sie ist im Endometrium an
allen Tagen des Zyklus sowie wahrend der Trachtigkeit und in der ausgespilten
uterinen Flussigkeit vorhanden, was darauf schlieBen ldsst, dass ein stabiles Protein
wéhrend des Zyklus gebildet wird, welches dann erhalten bleibt (Joyce et al. 2005).

1. OPN Expression/Lokalisation im luminalen Epithel

In der aktuellen Studie wurde OPN Protein in Trophoblastzellen wie auch uterinen
Epithelzellen der Rinderplazentome lokalisiert.

Schon wéhrend der Implantation des Embryos nehmen Integrine Uber das
Zusammenspiel mit ECM Proteinen eine wichtige Rolle ein. Durch Bindung mit ECM
Liganden, wie OPN, kommt es zur Reorganisation des gesamten Zytoskeletts, zu einer
Stabilisierung der feto-maternalen Adhasion und zur Zellwanderung (Giancotti und
Ruoslahti 1999). Johnson et al. (2001) konnten wahrend der Periimplantationsphase bei
Schafen, die Integrinuntereinheiten alpha v, 4 und 5 sowie beta 1, 3 und 5 konstitutiv
auf der apikalen Oberflache von Trophoblast und Endometrium nachweisen.
Veranderungen in der Integrinexpression korrelieren haufig mit verschiedenen Ursachen
der Infertilitat (Lessey 1998) und funktionale Blockaden von bestimmten Integrinen,
reduzieren die Implantationsrate (lllera et al. 2000). Bei den Tierarten Schwein und
Maus, sowie beim Menschen ist das Zusammenspiel von bestimmten Integrinen und
ihren ECM Proteinen eine Grundlage des mutmaRlichen ,,Window of Implantation®
(Carson et al. 2000, Burghardt et al. 2002, Lessey 2002). In der menschlichen Plazenta
bindet OPN hauptsachlich an die Integrinuntereinheit a, (Hu et al. 1995), wodurch
Prozesse wie zum Beispiel Zellbindung und Zellaktivierung vermittelt werden. Es hat
sich gezeigt, dass a,f33 Integrine vom Synzytiotrophoblasten synthetisiert werden, nicht
aber von mononukledren Zytotrophoblastzellen (Vanderpuye et al. 1991). Omigbodun
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et al. (1995b) vermuten, dass humane Zytotrophoblastzellen mittels OPN an af3
Integrine des Synzytiotrophoblasten binden und so die Integritdt der Chorionzotten
sicherstellen.

Bestimmte Integrinrezeptoren fir OPN, wie oyf3 sind insbesondere auf den
Trophoblastzellen und im luminalen Epithel des Uterus von Menschen und anderen
Spezies zu finden. Einige dieser Integrine werden wahrend der Periimplantationsphase
induziert (Lessey et al. 1994, Bowen et al. 1997, Johnson et al. 2001). Beispielsweise
wird OPN mRNA ab Tag 12 insbesondere in Uterusepithelzellen des Schweins, die in
Kontakt mit dem Trophoblasten stehen, exprimiert (Garlow et al. 2002). Im Gegensatz
dazu scheint OPN mit dem Integrin o3 in der Rinderplazenta wéhrend der
Implantationsphase keine Wechselwirkungen einzugehen (Kimmins et al. 2004).

In der vorliegenden Studie konnte in der ISH im Vergleich zur Immunfluoreszenz keine
positive Immunreaktion in den Trophoblastzellen nachgewiesen werden. Es wird
angenommen, dass in der Immunfluoreszenz Reste von in friihen Stadien produziertem
OPN Protein detektiert wurden, zum Zeitpunkt der Untersuchung jedoch keine OPN
MRNA mehr nachweisbar war. Diese Diskrepanz lasst sich weiterhin durch die
Tatsache erklaren, dass OPN mdglicherweise wéhrend der Implantation in groRRen
Mengen in den uterinen Drisen produziert und sezerniert wird und auf diese Weise
zwischen fetale und maternale Komponenten der Plazentome gelangt und hier als
Brickenmolekul zwischen den Integrinrezeptoren des Trophoblasten und des uterinen
Epithels fungieren konnte, wie es fir das Schaf beschrieben wurde (Johnson et al.
1999a, 2003a,b).

In vitro Versuche mit Trophoblasten und luminalen Epithelzellen von Schaf und
Schwein haben gezeigt, dass die Integrinrezeptoraktivitat und die damit verbundene
Umgestaltung des Zytoskeletts eine Antwort auf die OPN Bindung ist (Johnson et al.
2001, Garlow et al. 2002). Damit kénnte in vivo sezernierte OPN Integrinrezeptoren auf
Trophoblastzellen und luminalen Epithelien des Endometriums binden und auf diese
Weise Verdnderungen beziglich der Proliferation, Migration, Uberlebenschancen,
Adhasion und Umstrukturierung des Konzeptus hervorrufen. Diese Prozesse sind
entscheidend fir die Entwicklung des Konzeptus, der sich ausdehnt, dem uterinen
Lumen anpasst und schlieflich mit dem luminalen Epithel ,,verklebt* (Johnson et al.
19993, 20034, b). Johnson et al. (1999a) stellen die Hypothese auf, dass OPN mittels
Integrin a,Rs als eine Art bifunktionaler Brickenligand fungiert, welcher die Adhésion

zwischen luminalen Epithel und Trophoblast induziert und somit essentiell fur die
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Implantation und Plazentation ist. Diese Hypothese wird durch Versuche untermauert,
in denen eine Blockierung des a,/3; Integrins bei Mausen die Implantation von

Embryonen verhindern konnte (Coutifaris et al. 1998).

2. OPN Expression/Lokalisation im Drisenepithel

In der vorliegenden Studie zeigte sich in der Immunfluoreszenz ein starkes positives
Signal fir OPN Protein apikal in den Zellen der uterinen Drisen um den 140. Tag der
Tréchtigkeit. Jedoch konnte zu dem Zeitpunkt keine OPN mRNA in den uterinen
Drusen des Rindes nachgewiesen werden. Diese Diskrepanz kdnnte mit der Tatsache
begriindet werden, dass OPN beim Rind nur in frihen Stadien der Tréchtigkeit
produziert wird (Kimmins et al. 2004) und zu spéteren Zeitpunkten nur das Protein,
nicht aber die mRNA vorhanden ist. Beim Schaf wird OPN wéhrend der Trachtigkeit
von den Drisenepithelien des Endometrium in den Uterus sezerniert (Johnson et al.
2003b). Die Expression beginnt wéhrend der Periimplantationsphase in der OPN
MRNA ab Tag 13 p.i. in einigen endometrialen Drisen exprimiert wird und zwischen
Tag 15 und 19 deutlich ansteigt, wohingegen im Konzeptus am Tag 19 p.i. keine OPN
MRNA nachweisbar ist (Johnson et al. 1999b). Parallel zu dem Anstieg der OPN
mRNA wurde eine Hypertrophie der uterinen Driisen zwischen Tag 50 und 60
beobachtet (Johnson et al. 2003). Im Gegensatz dazu steht das Schwein, welches im
Vergleich zum Schaf und Rind eine sogenannte ,,wahre* epitheliochoriale Plazentation
besitzt, in der das luminale Epithel des Uterus wéhrend der ganzen Tréchtigkeit vollig
intakt bleibt (Corner 1921). Beim Schwein wird OPN wahrend der gesamten
Tréchtigkeit in den luminalen Epithelzellen des Uterus synthetisiert, in den
Drisenepithelien dagegen wird OPN mRNA erst ab Tag 35 beobachtet, mit einem
Anstieg bis Tag 85 der Tréchtigkeit (Garlow et al. 2002). Dieses ist auch bei anderen
Tierarten der Fall, die Osteopontin in den spéteren Trachtigkeitsstadien in den
Epithelzellen der uterinen Driisen exprimieren, vermutlich um eine ununterbrochene
Ausschittung zu gewaéhrleisten (Ka et al. 2000). Brown et al. (1992) wiesen OPN
sowohl in den Driusen des Endometriums, als auch im luminalen Epithel der Eileiter von
schwangeren Frauen nach. Im Verlauf des menschlichen Menstruationszykluses nimmt
OPN deutlich ab. Zu dieser Zeit sind die uterinen Drisenepithelien die Quelle des OPN
Proteins. Wie bereits erwéhnt, wird OPN die Rolle eines molekularen Markers und
Mediators im ,,Fenster der Implantation* der Frau zugesprochen (Coutifaris et al. 1997).
Eine OPN Expression in uterinen Drisen wurde bislang als typisch fiir Spezies
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angesehen, die eine invasive Plazentation haben, wie zum Beispiel Primaten und M&use
(Omigbodun et al. 1997, Brown 1992).

Die flr das Schaf aufgefiihrten neueren Ergebnisse lassen aber schlussfolgern, dass das
OPN Protein auch bei dieser Tierart von den Epithelien der Uterusdriisen synthetisiert
und sezerniert wird, und damit wahrend der Tréchtigkeit eine besondere
Bindungsaffinitat zu der feto-maternalen Kontaktzone besitzt (Johnson et al. 2003). Die
spezifische Induktion zum Zeitpunkt der Implantation und Lokalisation an der feto-
maternalen Grenze l&sst vermuten, dass OPN Einfluss auf die feto-maternale
Entwicklung und Wachstum nimmt und fir die Einnistung der Blastozyste von grof3er
Bedeutung ist (Johnson et al. 2003). Diese Hypothese wird auch durch die aufgefihrten
in vitro Studien unterstutzt. Die OPN Ausschittung aus den Uterusdrisen ist bei allen
untersuchten Tierarten progesteronabhdngig und korreliert mit der Abnahme von
Progesteron in den uterinen Drusen (Spencer et al. 1999b, Johnson et al. 2000).

3. Stromale Expression/Lokalisation von OPN

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, dass OPN in allen untersuchten Stadien
insbesondere in den stromalen Anteilen sowohl der fetalen als auch auf der maternalen
Seite der Rinderplazenta zu finden ist. OPN mRNA Transkripte und OPN Protein
wurden in den Endothelzellen des maternalen Stromas nachgewiesen. Eine solche
Lokalisation  erscheint ~ wahrscheinlich  und  sinnvoll, da parallel die
Integrinuntereinheiten alpha 1, 2, 5, 6 und v sowie beta 1, 3 und 4 im maternalen
Stroma der Rinderplazentome zu finden sind, welche in Form von Heterodimeren OPN
binden koénnen (Hirsch 2000). Die Integrinheterodimere owfBs, owP1, ouPi, asPi, ooPa
kdénnen OPN binden, wobei a3 die starkste Bindungsaffinitat zeigt (Marcinkiewicz et
al. 2000, Johnson et al. 2003). Eine stromale Expression von OPN wurde in
Dezidualzellen von Primaten, wie dem Pavian und Mensch beschrieben (Nomura et al.
1988, Young et al. 1990, Coutifaris et al. 1997, Fazleabas et al. 1997, von Wolff et al.
2004) und mit immunmodulatorischen Funktionen erklart, die gerade in invasiven
hamochorialen Plazenten von Bedeutung sind. Allerdings scheint sich die Funktion von
OPN nicht auf die Trachtigkeit zu beschranken, denn es zeigte sich in endometrialen
Stromazellen eine Aufregulation von OPN gegen Ende des menschlichen Zyklus
(Apparo et al. 2001). Die Dezidualisierung wird im Allgemeinen als Charakteristikum
der invasiven Implantation von Primaten und Nagern gesehen. Erstaunlicherweise

kommt OPN mRNA und Protein auch im endometrialen Stroma von trachtigen Schafen
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vor, wo gleichzeitig Stromazellen groRer werden, ihre Form verdndern und die
klassischen Dezidualisierungsmarker Desmin und a smooth muscle Actin exprimieren
(Johnson et al. 2003). Bei der Ziege kommt es zu einer Hochregulation von OPN und o
smooth muscle Actin, nicht aber Desmin in den spaten Implantationsstadien (Joyce et
al. 2005). Diese, der Dezidualisierung &hnlichen Vorgénge, werden mit der Invasion
von TGC in das uterine Epithel in Verbindung gebracht (Joyce et al. 2005), die mit
einer eingeschrankten Trophoblastinvasion gleichzusetzen sind. Im Gegensatz zu Schaf
und Ziege ist OPN mRNA wéhrend der nicht invasiven Implantation des Schweins nur
am Tag 9 der Trachtigkeit, aber auch des Zyklus, in einigen Zellen des Stratum
compactum nachweisbar, die den Immunzellen zugerechnet werden (Garlow et al.
2002).

Beim Schaf wurde wahrend des Zyklus und der frihen Trachtigkeit OPN mRNA in
verstreuten Zellen des Endometriums mittels in situ Hybridisierung detektiert, wobei
sich die Zellen an den Tagen 1, 5 und 7 des Zyklus fokal unterhalb des luminalen
Epithels im Stratum compactum konzentrierten (Johnson et al. 1999a). Man nimmt an,
dass es sich bei den OPN positiven Zellen im uterinen Stroma um Immunzellen handelt,
da OPN auch als early T-cell activation (Eta)-1 Zytokin bekannt ist (Johnson et al.
1999a). OPN/Eta-1 wurde aus T-Helferzellen kloniert und sequenziert (Patarca et al.
1989) und ist das haufigste  Protein, welches von  verschiedenen
Lymphozytenpopulationen sezerniert wird (Fresno et al. 1981, 1982; Cone et al. 1983).
OPN/Eta-1 wird nach Gewebeverletzungen von Monozyten und Makrophagen
exprimiert (Murray et al. 1994) wie auch in aktivierten CD8 CD4" positiven naturlichen
Killerzellen, einschliel3lich granulierten metrial gland cells (Fresno et al. 1982)

Die immunologische Rolle OPN/Eta-1 ist hoch interessant, da es an den CD44 Rezeptor
von Lymphozyten und Monozyten bindet und somit eine Chemotaxis dieser Zellen aus
dem Blutstrom in die Bezirke der Entzindung hervorruft (Weber et al. 1996). Eine
Spaltung von OPN/Eta-1 l&asst Proteine der GroRe von 24 und 45 kDa entstehen, welche
Antigene binden und T-Helferzellen supprimieren (Fresno et al. 1981). Das 45 kDa
Fragment vermag weiterhin die Immunglobulinproduktion von B-Lymphozyten zu
steigern (Fresno et al. 1982).

Die Anwesenheit von OPN in den fetalen GefaRendothelien der Plazentome korreliert
mit den Ergebnissen zur Lokalisation von Integrinen in der bovinen Plazenta, wonach

sich die OPN bindenden Integrin Untereinheiten o4 und B, in fetalen Gefalendothelien
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befanden und mit einer Beeinflussung des Zottenwachstums in Verbindung gebracht
wurden (Hirsch 2000).

In der vorgelegten Studie befanden sich OPN Transkripte in der in situ Hybridisierung
auch in Zellen des fetalen Mesenchyms, die vermutlich dem Immunsystem zuzuordnen
sind und wie schon erwéhnt, kamen sowohl OPN mRNA als auch das zugehdrige
Protein geféaRassoziiert vor. In der menschlichen Plazenta wird OPN eine Rolle bei
zelluldren Prozessen, wie der Neovaskularisation und bei Gewebsveranderungen
zugesprochen, da OPN dort zytokindhnlich agiert, indem es auf Makrophagen
chemotaktisch wirkt und die IgM- und I1gG Antikorperproduktion durch B-Zellen
stimuliert (Lampe et al. 1991). Neben der Aktivierung von T-Zellen (Singh et al. 1990)
zeigte sich, dass OPN eine wichtige Funktion in der Stickstoffmonoxid Synthese
(Hwang et al. 1994) einnimmt, welche eine GefélRdilatation vermittelt. Diese Synthese
ist sehr wichtig fur eine normale Plazentation und Plazentafunktion, da Uber den
GefalRdurchmesser der Blutdruck und die Blutflussgeschwindigkeit reguliert wird
(Hagen/Poiseuille Gesetz) und so die feto-maternale Austauschkapazitat beeinflusst
wird. Treten Veranderungen in diesen OPN zugesprochenen Funktionen ein, kommt es
wéhrend der Schwangerschaft zu Komplikationen, wie zum Beispiel der Praeklampsie
(Omigbodun et al. 1997).

Es lasst sich somit schlussfolgern, dass OPN in den Plazentomen des Rindes nicht die
gleiche Rolle spielt wie beim eng verwandten Schaf, da an der feto-maternalen
Kontaktlinie der potentielle Ligand, das Integrin o3 nicht mit OPN koexprimiert wird.
Dies deutet darauf hin, dass beim Rind, im Gegensatz zu Nagern und Primaten, diese
Proteine nicht miteinander agieren, um eine Embryoanheftung zu ermdglichen
(Kimmins et al. 2004) und bestatigt die Hypothese, dass die Interaktion von Integrinen
mit der ECM speziesspezifisch ist (Bowen et al. 1996).

Unsere Studie am Rind zeigte aber, dass OPN im Bindegewebe plazentoméarer und
interplazentomarer Regionen des Rindes vorkommt, wo auch die Untereinheiten
potentieller Integrinliganden présent sind. In dieser Lokalisation ist eine Einflussnahme
von OPN auf das Wachstum und die Differenzierung der Plazentome sowie ihre
Funktion sehr wahrscheinlich.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Expression von Osteopontin (OPN) wurde an Rinderplazenten vom 30. bis 270.
Tag der Trachtigkeit mittels immunhistochemischem Nachweisverfahren und Immun-
fluoreszenz unter Verwendung von fluoreszeinmarkierten Esel Anti-Kaninchen
Antikorpern  ermittelt und  lichtmikroskopisch  beziehungsweise mit dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierfur wurden Gefrierschnitte verwendet. Des
Weiteren wurde OPN mRNA mittels der RT-PCR und der In situ Hybridisierung
nachgewiesen. Die Extraktion von OPN mRNA und OPN Protein erfolgte aus
schockgefrorenen Rinderplazentomen.

Immunhistochemisch  war plazentomér eine starke, meist gefélassoziierte
Immunreaktion im maternalen Stroma zu finden. Im fetalen Mesenchym zeigten
besonders Endothelien eine starke Immunfarbung fur Osteopontin, wahrend die
umgebenden Fibroblasten nur eine schwache Farbung aufwiesen. Interplazentomér war
apikal im Chorionepithel, sowie im Uterus- oder Karunkelepithel eine starke
Immunantwort zu sehen. In der Immunfluoreszenz zeigte sich plazentomar eine starke
Immunreaktion in den Trophoblastzellen und ein schwaécheres Signal im maternalen
Stroma. Interplazentomar konnte eine starke Immunfarbung apikal in den Zellen der
uterinen Drisen nachgewiesen werden. In der Immunhistochemie und -fluoreszenz
erzeugten die Osteopontin Antikdrper LF-123 und LF-124 ein starkes gefaRassoziiertes
Signal. Die zugehorige Osteopontin mRNA wurde mittels eines spezifischen 333 bp
RT-PCR Produktes in drei verschiedenen Trachtigkeitsstadien (Tag 120, 180 und 270)
nachgewiesen. Uber in situ Hybridisierung wurde OPN mRNA plazentomir in
Gefallendothelzellen des maternalen Stromas und im fetalen Mesenchym lokalisiert.
Interplazentomér erfolgte der Nachweis von OPN Transkripten im fetalen Mesenchym
und auch dort vor allem in den Endothelzellen sowie in einer Population von noch néher
zu charakterisierenden Zellen, die mdglicherweise dem Immunsystem zuzurechnen
sind. Die OPN mRNA und -proteinexpression zeigte beim Rind keine signifikanten
Unterschiede im Verlauf der Trachtigkeit.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie l&sst sich schlieBen, dass OPN an zwei
Orten produziert und sezerniert wird; erstens in den uterinen Driisen und zweitens in
den Zellen des maternalen Septenstromas sowie in den Zellen des fetalen
Zottenmesenchyms. Diese Tatsache spricht fir mindestens zwei differenzierte

Funktionen von OPN. 1. OPN koénnte auch beim Rind die feto-maternalen Anheftung
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wahrend der Implantation vermitteln, die nicht Gegenstand dieser Studie war. Hier
verteilt sich in den Drisen produziertes OPN an der feto-maternalen Grenzflache und
fungiert als Briickenmolekil zwischen Oberflachenrezeptoren (z.B. Integrinen) des
Trophoblasten und des uterinen Epithels. 2. OPN spielt vermutlich als ein Ligand fur
die Integrinrezeptoren im maternalen Stroma und im fetalen Mesenchym eine Rolle und
nimmt so moglicherweise Einfluss auf das Wachstum und die Ausdifferenzierung von

maternalen Septen und fetalen Zotten.
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VI. SUMMARY

The expression of osteopontin was determined in bovine placentomes between day 30
and day 270 of gestation by using immunohistochemical methods (Avidin-Biotin-
Complex) and immunofluorescence staining (fluorescein-conjugated goat antibody
against rabbit 1gG) and was examined via light microscopy or with fluorescence
microscopy. To do so, frozen sections were utilized. Furthermore, the presence of OPN
MRNA was detected by means of RT-PCR and localized in tissue sections by in situ
hybridisation. The extraction of OPN mRNA and protein was done from shock frozen
bovine placentomes.

In placentomes, immunohistochemistry showed a strong mostly vasculature-associated
immunoreaction in the maternal stroma. In the fetal mesenchyme especially endothelial
cells showed a strong immunostaining for OPN, while the surrounding fibroblasts
showed only a weak reaction. In interplacentomal areas, a strong immune answer was
observed apically in the chorionic epithelium as well as in the uterine or caruncle
epithelium. Using immunofluorescence, a strong immunological reaction appeared in
placentomal trophoblast cells, while a weaker signal was observed in the maternal
stroma. In interplacentomal areas, a strong immunostaining occurred apically in uterine
glandular epithelium. With both methods the OPN antibodies LF-123 and LF-124
generated a strong vasculature related signal. The corresponding OPN mRNA was
detected as a specific 333 bp RT-PCR product in three different stages of pregnancy
(days 120, 180 and 270). In situ hybridisation localized OPN mRNA in the blood vessel
walls of the maternal stroma and in the endothelial cells of the fetal mesenchyme in
placentomes. In interplacentomal areas, OPN transcripts occurred in the fetal
mesenchyme especially in endothelial cells as well as in a population of yet unidentified
cells, which may be immune cells. In the course of the pregnancy no significant
differences were observed concerning the OPN mRNA- and protein expression between
the different stages.

From the results of the present study it can be concluded that OPN is produced in two
distinct localizations of the bovine placenta, firstly in the uterine glands and secondly in
the maternal stroma as well as in cells of the fetal mesenchyme. This fact speaks for at
least two different functions of OPN. 1. OPN could mediate the bovine feto-maternal
attachment during the implantation, which was not an object of this study. OPN
produced in the glands could be spread on the fetal-maternal interface and act as a
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bridge molecule between surface receptors (e.g., integrins) of the trophoblast cells and
the uterine epithelium. 2. OPN could play an important role as a ligand for the integrin
receptors in the maternal stroma and the fetal mesenchyme, thus possibly influencing

growth and differentiation of maternal septa and fetal villi.
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VIII. ANHANG

8.1 Verwendete LOosungen

8.1.1 Verwendete Losungen zu Kapitel 2.2.1

Herstellung von Chromgelatine-Objekttragern

10 min in 80%igem Alkohol entfetten

trocknen

5 g Gelatine in 1000 ml Aqua dest. auf 35°C erwarmen

0,5 g Chromalaun (KCr(SQO4),x2H,0) zugeben und auf 40°C erwérmen

Losung auf ca. 20°C abkuhlen lassen

Mit Faltenfilter filtrieren

Objekttrédger 10 min in die Losung eintauchen

Die beschichteten Objekttrager tGiber Nacht bei 37°C in den Trockenschrank stellen.

Herstellung der Gebrauchsldsungen

PBS-Stammlésung: (phosphate buffered saline, pH 7,2)
42 g NaCl
11g NaHPO4 x 2H,0
2,75 g KH,PO,
ad 1000 ml Aqua dest.

PBS Gebrauchslosung:

1 Teil PBS-Stammldsung
4 Teile Aqua dest.
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BSA-Stammldsung: (Bovines Serumalbumin, Sigma, Miinchen.)
0,2 g kristallines BSA
ad 10 ml PBS

BSA-Gebrauchslésung:
50 pl BSA-Stammldsung
ad 5 ml PBS

Vectastain-Universal-ELITE-ABC-Kit® (Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A.)

Zweit-Antikorper-Gebrauchslosung:
50 pl biotinylierter Antikorper (1gG, Anti-Maus/Anti-Kaninchen)
50 pl BSA-Stammldsung
ad 2,5 ml PBS

ELITE-ABC-Peroxidase-Gebrauchslésung:
1 Tropfen Reagenz A, Avidin-Dehydrogenase
1 Tropfen Reagenz B, biotinylierte Meerettich-Peroxidase
ad 2,5 ml PBS

AEC-Gebrauchslésung
2 Tropfen Puffer
3 Tropfen AEC-Stammldsung
2 Tropfen H,0;
ad 5 ml Aqua dest.

8.1.2 Verwendete Losungen zu Kapitel 2.2.3

Agarose-Gel (RNA-Gel)
0,5 g 1%ige Agarose in 43,5 ml Bidest 16sen
in Mikrowelle aufkochen = abkdhlen
5 ml 20x MOPS (3- Morpholinopropansulfonsaure)
1,5 ml 37%iges Formalin
5 ul Ethidiumbromid
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Gel langsam ohne Luftblasen in die vorgegebene Form giessen.
Loading Buffer-Stammldsung

0,5 ml 1%iger Bromphenolblauldsung

0,5 ml 1%iger Xylencyanolldsung

2 ml Glyzerol

10 ml Formamid

2 ml 10x MOPS

3,4 ml 37%iges Formalin

1,6 ml DEPC-Wasser

alles filtrieren

Running Buffer (1x MOPS)
20x MOPS
41,8 g MOPS
16,6 ml 3M Natriumacetat ( NaOAc)
20ml 0,5 M EDTA
auf pH 7,0 einstellen
auf 1 | mit DEPC-Wasser auffiillen

DEPC-Wasser
2 | Bidest
2 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat)
kraftig schitteln, iber Nacht bei 37°C in Trockenschrank
Autoklavieren

Essigsdure (20%ig)
160 ml DEPC-Wasser
40 ml Eisessig
Lagerung bei 4-20°C

TAE (1 x; pH 8,4; Tris-Azetat-EDTA-Puffer)
48,4 g TRIS (Trishydroxymethylaminomethan; Sigma, T-1503, Minchen)
11,4 ml Essigsaure
20ml 0,5 M EDTA
Auffiillen auf 1 | Aqua bidest
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8.1.3 Verwendete LOosungen zu Kapitel 2.2.4

APES-Beschichtung
APES (3-aminopropyltriethoxysilane; Sigma, A3648, Miinchen) wurde im Verhaltnis
1:50 mit Azeton gemischt. Die Objekttrager wurden 20 Sekunden in diese Ldsung
gestellt.

Spulen (2 x kurz) in Azeton

Spiilen (2 x kurz) in Aqua dest.

Objekttréger trocknen

20x SSC Stammlosung
88,23 g Natriumcitrat (C¢Hs0;Naz x 2H,0)
58,4 g NaCl
1 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat, Sigma, D-5758, Miinchen)
ad 1 | Aqua bidest
Trockenschrank, tiber Nacht bei 37°C
Autoklavieren

DEPC-Wasser
2 | Aqua bidest
2 ml DEPC
Trockenschrank, tiber Nacht bei 37°C
Autoklavieren

PBSM-Puffer (1 x)
400 ml DEPC-Wasser
2 PBS-Tabletten (Sigma; P 4417, Miinchen)
2 ml 1M MgCl,

RNase A/T1-Stammldsung

25 mg/ml RNase A (Boehringer, 109134, Mannheim) in 2 x SSC
10° U/ml RNase T1 (Boehringer, 109193, Mannheim) in 2 x SSC
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TNMT-Puffer (ph 7,5; 10 x)
121,1 g Tris-HCI
58,4 g NaCl
4,17 g MgCl,
1 ml DEPC
ad 1 | Aqua Bidest
Trockenschrank, tiber Nacht bei 37°C
Autoklavieren
Nach dem Erkalten Zugabe von 5 ml Triton-X-100

NTB-Puffer (5 x)
60,5 g Tris-HCL
29,2 g NaCl
1 ml DEPC
Trockenschrank, tiber Nacht bei 37°C
Autoklavieren
>\Vor Gebrauch: Zugabe von 25 ml 1 M MgCl,-Ldsung pro 500 ml 1x NTB-Puffer

Levamisol (1M)
2,4 g Levamisol (Sigma,L-9756. Miinchen)
10 ml 1 x NTB-Puffer
Lagerung bei —20°C

Paraformaldehyd (4%ig)
25 g Paraformaldehyd (Merck, 1.04005, Darmstadt)
500 ml 1 x PBSM-Puffer
NaOH zufuigen bis Lésung klar wird
pH-Wert einstellen mit HCI (pH 7,0)
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Denhardt-Reagenz (BFP) —20°C
200 mg BSA (2%)
200 mg Ficoll 400 (2%)
200 mg Polyvinylpyrrolidon (2%)
ad 10 ml DEPC-Wasser
Lagerung bei —20°C

Dextransulfat (50%)
5 g Dextransulfat (Sigma, D-8906, Miinchen)
ad 10 ml DEPC-Wasser
auflosen, 2 Tage im Kihlschrank stehen lassen
Lagerung bei —20°C
Essigsdure (20%)
160 ml DEPC-Wasser
40 ml Eisessig
Lagerung bei 4°C

HCI (0,2N)
2 ml HCI
234 ml DEPC-Wasser
Lagerung bei RT
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