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1. Einleitung

Beim Rind wird als Folge der Anwendung verschiedener biotechnischer Verfahren,
wie z. B. der in vitro-Produktion von Embryonen (IVP) oder des somatischen
Klonens, bei den resultierenden Graviditaten gehauft ein Syndrom verschiedener
fetaler Anomalien beobachtet. Als besonders auffélliger Bestandteil dieses Syndroms
kann ein zum Teil erheblicher fetaler Uberwuchs auftreten. Daher wurde es Large
Offspring Syndrome (LOS; synonym: Large Calf Syndrome) genannt (Bertolini und
Anderson 2002; Drost 2007).

Die genaue Pathogenese des LOS ist noch weitestgehend unklar. Bisherige Unter-
suchungen lassen jedoch erkennen, dass es offensichtlich auf einer Stérung epi-
genetischer Mechanismen wahrend der Reprogrammierung des Genoms in der
fruihen embryonalen Phase beruht. Die zum LOS durchgefihrten Untersuchungen
konzentrierten sich zunachst auf die Blastozyste bzw. auf den Fetus.

Zu den beim LOS ebenfalls beobachteten Alterationen der Plazenta sowie deren
mdogliche Bedeutung fiir die Entstehung des fetalen Uberwuchses und weiterer
fetaler Anomalien liegen bisher vergleichsweise wenige Informationen vor. Aufgrund
ihrer Bedeutung in der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Fetus sowie als
Quelle zahlreicher Wachstum und Differenzierung regulierender Faktoren, kénnte
jedoch auch die Plazenta an der Entstehung des Uberwuchses und weiterer fetaler
LOS-assoziierter Anomalitaten beteiligt sein (Constant et al. 2006).

Gegenstand dieser Arbeit waren daher vergleichende Untersuchungen an
Rinderplazentomen von Graviditaten mit bzw. ohne LOS-assoziiertem fetalem
Uberwuchs. Die fiir die Untersuchungen ausgewahiten Parameter waren solche, fir
die eine Bedeutung oder ein Zusammenhang mit Wachstum und Differenzierung der
Rinderplazenta bekannt bzw. wahrscheinlich ist.

Weiterhin wurden mit den im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden fur einen
Teil der erfassten Parameter Profile im Verlauf der normalen Graviditat erstellt,

sofern dazu bisher in der Rinderplazenta keine detaillierten Informationen vorlagen.



2. Literaturibersicht
2.1  Morphologie der Rinderplazenta

2.1.1 Makroskopischer Aufbau der Rinderplazenta

Bei der Plazenta des Rindes handelt es sich um den Typ einer Plazenta adeciduata,
da sich Chorion und Uterusepithel beim Abgang der Nachgeburt ohne nennenswerte
Verluste an maternalem Gewebe trennen. Gemal der Verteilung der Zotten auf der
Chorionoberflache spricht man von einer Plazenta multiplex s. cotyledonaria (Strahl
1912).

Mit Beginn des embryomaternalen Kontaktes ab dem 16./17. Trachtigkeitstag setzt
auch eine rasche Grofienzunahme der Frucht ein, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass die sich ausbildenden Fruchthillen weit in beide Uterushorner erstrecken
(Zietschmann und Krolling 1955). Ab dem 27. Trachtigkeitstag hat nahezu die
gesamte Oberflache der Frucht Kontakt mit dem maternalen Epithel (Leiser 1975).
Die drusenfreien Bezirke der Uterusschleimhaut werden als Karunkeln bezeichnet
(Zietschmann und Krolling 1955). Die Karunkeln werden schon in der Fetalphase
angelegt (Atkinson et al. 1984). Anzahl und Anordnung der Karunkelanlagen sind bei
den Wiederkduern speziesspezifisch (Mossmann 1987). Beim Rind sind normaler-
weise in jedem Uterushorn vier Reihen mit je ca. 10-15 Karunkelanlagen vorhanden.
Nach Anlagerung des Chorions an das Endometrium entstehen in den Bereichen des
Chorions, welche die Karunkelanlagen Uberlagern, sogenannte ,milky patches" aus
denen letztendlich der fetale Anteil des Plazentoms, die Kotyledone entsteht. Das
Plazentom stellt die funktionale Einheit von maternalem (Karunkel) und fetalem
(Kotyledone) Teil der Plazenta dar (Ubersicht siehe bei Zietschmann und Krolling
1955). Von den ,milky patches* ausgehend wachsen sukzessiv Zotten in das
Kryptensystem der sich entwickelnden Karunkelanlage ein (Bjorkman 1954;
Hradecky et al. 1988; Riusse und Grunert 1993).

Ab dem 100. Graviditatstag haben die Plazentome weitestgehend ihre endguiltige
Gestalt erreicht; sie sind deutlich konvex, pilz- oder knopfartig (Grosser 1927), wobei
im weiteren Verlauf der Graviditat jedoch noch ein Grol3enwachstum stattfindet, die

anfangs flachen Plazentome nehmen bis um das 10fache zu (s. Kap. 2.2.3).
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Bei der Grof3enzunahme der Plazentome kommt es an deren basalen Bereich zu
einer Einschniirung, es entsteht der Karunkelstiel, der beim Rind ca. 2-3 cm lang und
von drisenloser Schleimhaut Uberzogen ist. Dieser enthalt grol3ere zu- und ab-
fuhrende Gefalie.

Die GroRe eines Plazentoms ist von seiner Lokalisation abhéngig. Die grof3ten
Plazentome findet man nahe des Fetus. In Richtung Uterushérner und Corpus uteri

bleiben sie kleiner (Zietschmann und Krélling 1955; Schnorr und Kressin 2006).

2.1.2 Mikroskopischer Aufbau der Rinderplazenta

Bei voll entwickelten Plazentomen des Rindes Uberzieht die Chorionplatte die
Karunkeloberflache kappenartig. Von dieser senken sich komplex verzweigte
Chorionzotten tief in die Karunkelkrypten ein. Man spricht hier von Primar-,
Sekundar- und Tertidrzotten. Zwischen diesen Zotten sind karunkuldre Septen —
komplementar zu den Zotten verzweigt — entstanden (Bjorkmann 1954; Risse und
Grunert 1993; Leiser und Kaufmann 1994).

Gegen Ende der Graviditat prasentieren sich in den Plazentomen dendritisch ver-
astelte fetale Zottenbiischel, welche das mitterliche Septengewebe bis nahe an
seine schalenférmige Basis durchdringen. Die Septen reichen ihrerseits bis an die
Zottenbasis. Somit entsteht eine grofRe Oberflache fur den sich hier vollziehenden
Stoffaustausch (Hradecky et al. 1988; Riisse und Grunert 1993; Leiser et al. 1997).
In den Rinderplazentomen lassen sich neben den Zellen der maternalen und fetalen
Gefallsysteme im Wesentlichen vier Zelltypen unterscheiden: die Chorionepithel-
zellen (Trophoblastzellen), die Stromazellen der Chorionzotten, die Karunkelepithel-
zellen und die Karunkelstromazellen.

Das Chorionepithel, auch Trophoblast genannt, stellt in der Plazenta die ent-
scheidende Austauschbarriere zwischen Fetus und Mutter dar.

Beim Rind ist das Chorionepithel einschichtig und besteht aus zwei Zelltypen
(Wimsatt 1951; Bjorkmann 1968, 1969; Leiser 1975):

1. den einkernigen Trophoblastzellen (uninucleate trophoblast cells, UTCs) und
2. den Trophoblastriesenzellen (trophoblast giant cells, TGCs; binuclear cells,

BNCs) sowie deren Vorstufen.

Die einkernigen Trophoblastzellen haben Kontakt zum maternalen Epithel und sind
kubisch bis hochprismatisch. Grenzen sie an TGCs, sind sie vielgestaltig verformt
(Bjorkmann 1954; Leiser 1975). Da sie einen ausgepragten Mikrovillisaum besitzen,
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schreibt man ihnen Uberwiegend resorptive Fahigkeiten zu. Aber auch endokrine
Funktionen wurden nachgewiesen (Gross und Williams 1988; Matamoros et al. 1994;
Schuler et al. 2006a, 2006b).

Trophoblastriesenzellen kommen in vielen endothelio- und haemochorialen
Plazenten vor (Hoffman und Wooding 1993; Zybina und Zybina 1996). Es handelt
sich hierbei um polyploide Zellen, das heisst, deren DNA-Gehalt ist groRer als der-
jenige, welcher dem diploiden Chromosomensatz entspricht.

Beim Rind sind die Kerne unreifer TGC kugelférmig. In reifen TGC sind sie eher
ovoid. Sie haben eine deutliche Kernmembran und ein ausgepragtes Hetero-
chromatin, das in zahlreichen Klimpchen angeordnet ist. Klisch et al. (1999) konnten
in der Mehrzahl der TGC-Kerne einen DNA-Gehalt von 8C nachweisen und wider-
legten somit die These von Hoffman und Wooding (1993), es handle sich um diploide
Kerne. In einigen TGC-Kernen fanden sie sogar DNA-Gehalte von bis zu 32C. Es
wird vermutet, dass TGC aus einkernigen Trophoblastzellen durch eine Abfolge von
zwei azytokinetischen Mitosen entstehen, denen eine S-Phase ohne anschliel3ende
Mitose folgt (Klisch et al. 1999). Nach Ansicht von Wooding und Flint (1994) kann
sich jede uninukledre Trophoblastzelle zu einer Trophoblastriesenzelle entwickeln.
Hinsichtlich ihrer Funktionen weisen sie offensichtlich erhebliche speziesspezifische
Unterschiede auf. In den Rinderplazentomen sind Trophoblastriesenzellen schon in
sehr frihen Stadien der Plazentation nachweisbar (Leiser 1975; King et al.1980). Sie
weisen eine auffallig polare Struktur auf. Die Kerne liegen etwas oberhalb einer ge-
dachten Aquatorialebene. Dadurch wird das Zytoplasma in einen gréReren infra-
nuklearen und kleineren supranuklearen Bereich unterteilt. Diese Bereiche unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur, Anféarbbarkeit und dem Gehalt an Zell-
organellen. Fur den infranuklearen Bereich sind glykoproteinhaltige Granula
charakteristisch, wéahrend der supranukleére Bereich einen hohen Gehalt an Mito-
chondrien und Golgivesikeln aufweist (Wimsatt 1951).

In der Rinderplazenta fusionieren reife TGC mit Karunkelepithelzellen und bilden so
trinukleare fetomaternale Hybridzellen, welche dann ihre Granula in Richtung der
maternalen Basalmembran abgeben (Wooding und Wathes 1980; Wooding 1992).
Die Bedeutung der Hybridzellen wird in der gerichteten Abgabe von hoch-
molekularen, endokrin aktiven Substanzen gesehen, die den TGC entstammen und
auf diesem Weg ins maternale Kompartiment abgegeben werden (Wooding 1984,

Wango et al. 1990, Wooding et al. 1993). Nach Abgabe der spezifischen Granula
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kommt es zu einer raschen Degeneration der trinuklearen Hybridzellen (Wooding
und Beckers 1987; Hoffman und Wooding 1993; Klisch et al. 1999).

Der Anteil der TGC an der Gesamtzahl der Zellen des Chorionepithels andert sich
beim Rind wahrend der Graviditat kaum. Er betragt ca. 20-25%. Unter der Geburt
wurde ein Absterben bzw. Vitalitdtsverlust der TGC beobachtet. Dieser Rickgang
des TGC-Anteils an den Trophoblastzellen auf ca. 5% soll fir den termingerechten
Abgang der Nachgeburt von Bedeutung sein. Der Mechanismus, welcher dem
prapartalen Verschwinden bzw. dem Vitalitdtsverlust zugrunde liegt, ist noch unklar
(Williams et al. 1987; Gross und Williams 1988; Gross et al. 1991).

Komplementar zu den fetalen Zotten bilden sich maternale karunkulare Krypten aus,
welche von einem einschichtigen Epithel ausgekleidet werden. Die Karunkelepithel-
zellen sind, abgesehen von der Spéatphase der Graviditat, kubisch. Auch hier findet
man gelegentlich mehrkernige Zellen, die sich in ihrer Morphologie aber eindeutig
von den eingewanderten Trophoblastriesenzellen unterscheiden und rein maternalen
Ursprungs sind (Bjorkman 1968, 1969). Gegen Ende der Graviditat kommt es zu
einer erheblichen Abflachung des Karunkelepithels, zum Zeitpunkt der Geburt ist es
in weiten Bereichen der fetomaternalen Kontaktzone nicht mehr nachweisbar
(Woicke et al. 1989). Daher wird die "reife" Plazenta des Rindes auch als Plazenta

syndesmochorialis bezeichnet.
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2.2  Zelldynamik

2.2.1 Proliferation

Als Proliferation bezeichnet man die Neubildung von Zellen. Daflr verantwortlich ist
die Zellteilung, deren zeitlicher Ablauf, der Zellzyklus, sich in 4 Phasen gliedert: (s.
Abb. 1):

Gi-Phase (erste Gap-Phase; Gap = Lucke)
S-Phase (Synthese-Phase)

G,-Phase (zweite Gap-Phase)

M-Phase (Mitose-Phase)

P wbd P

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellzyklus
(modifiziert nach Loffler und Petrides 1998)
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Die G1-Phase folgt unmittelbar nach einer Mitose (M-Phase). Die diploide Zelle
wéchst und erbringt Syntheseleistungen, z. B. Membran- und Proteinaufbau. Es folgt
die S-Phase, in der die Verdopplung/Replikation der DNA erfolgt. Danach tritt die
Zelle in die meist kurze G,-Phase ein und bereitet sich auf die ndchste M-Phase vor.
Die M-Phase ist die kirzeste der 4 Phasen, die letztendlich zur Zellteilung flhrt.
Hierbei werden die Chromosomen in einem komplexen Vorgang auf die Tochterzelle
verteilt.

Die Dauer eines Zellzyklus innerhalb einer Zellpopulation ist relativ konstant und be-
tragt meist 2-4 Tage. Gi;-Phase, S-Phase und G,-Phase werden als Interphase, also
der Zeitraum zwischen zwei Mitosen, zusammengefasst. Bei den G;- und G,-Phasen
handelt sich um Zwischenphasen, die eine Kontrolle der vorangegangenen Zell-
zyklusphasen ermdéglichen. So wird sichergestellt, dass die einzelnen Phasen korrekt
abgelaufen sind und keine Schadigung der genetischen Information vorliegt. In der
G;i-Phase entscheidet die Zelle zudem auch Uber den Beginn einer weiteren Zell-
teilung. Der Eintritt in eine erneute Zellteilung ist abhangig von der Anwesenheit
mitogener bzw. antiproliferativer Signale. Uberwiegen antiproliferative Signale, ver-
l&sst die Zelle den Zellzyklus und tritt in einen Ruhezustand ein, die Go-Phase. Durch
eine mitogene Stimulation ist es einer ruhenden Zelle mdglich, erneut in den Zell-
zyklus einzutreten (Engelhardt und Breves 2000).

Die Ubergange von einer Phase des Zellzyklus in die andere werden durch die
Phosphorylierung regulatorischer Faktoren ausgel6st. Die Aktivitat der hierzu nétigen
Kinasen wird durch Proteine reguliert. Diese werden aufgrund ihres zyklischen Auf-
tretens als Cycline bezeichnet. Da die Kinasen abhangig von den Cyclinen sind,
werden sie als Cyclin-abhéangige Kinasen (engl. cyclin dependent kinases) be-
zeichnet (Karlson et al. 1994).

Proliferierende Zellen kdnnen anhand ihrer Expression des Ki67-Antigens identifiziert

werden.

2.2.1.1 Ki67-Antigen

Ki67-Antigen ist ein Nicht-Histon-Zellkernprotein, welches 1983 entdeckt und
genauer charakterisiert wurde (Gerdes et al. 1984). Sein Nachweis ist seit Jahren vor
allem in der Humanmedizin in der Tumordiagnostik etabliert (Brown und Gatter 1990;
Reszec et al. 2004). Das Protein wurde bei vielen Spezies in gesundem und neo-
plastischem Gewebe nachgewiesen, unter anderem auch beim Rind (Falini et al.

1989) und wird ausschlie3lich in den aktiven Phasen des Zellzyklus (G; S, Gy,
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Mitose), nicht jedoch in der Ruhephase (Go) exprimiert (Duchrow et al. 2006). Die
Expression beginnt in der Mitte der G;-Phase. Der Expressionsspiegel steigt tber die
S-Phase und G,-Phase hin an und erreicht seinen Hohepunkt in der M-Phase
(Gerdes et al. 1984; Sasaki et al. 1987). Mit dem Ende der Mitose erfolgt ein rascher
Abbau mit einer Halbwertszeit von ca. 60—90 Minuten (Bruno und Darzynkiewicz
1992). Die biologische Funktion des Ki67-Proteins ist noch weitestgehend ungeklart.
In Zellen eingebrachte Antisense-Oligonukleotide (Schiuter et al. 1993) und mikro-
injizierte Ki67-Antigen-spezifische Antikdrper (Starborg et al. 1996) verlangsamen
den Zellzyklus und verringern die Zellproliferation. Dies deutet darauf hin, dass Ki67-
Antigen eine wichtige Rolle fur die Zellteilung spielt. Neuere Ergebnisse zeigen, dass
das Ki67-Protein mit groRer Wahrscheinlichkeit in die Transkription und
Prozessierung der ribosomalen RNA involviert ist. Auch eine Rolle bei der Steuerung

der Aktivitat der rRNA-Gene wird nicht ausgeschlossen (Bullwinkel 2006).

2.2.2 Apoptose

Man unterscheidet im Wesentlichen zwei Arten des Zelltodes, die Nekrose und die
Apoptose.

Eine Nekrose wird beispielsweise durch Aktivierung des Komplementsystems, In-
farkte oder verschiedene Noxen (z. B. Hypo- oder Hyperthermie, Chemikalien etc.)
ausgeldst. Haufig sind ganze Zellverbande betroffen, die nicht mehr in der Lage sind,
die Homoostase aufrecht zu erhalten. Es kommt zu unkontrolliertem Eindringen von
Wasser und lonen in die Zelle, welche mitsamt den Zellorganellen anschwillt.
SchlieB3lich entleert sich der Zellinhalt in die Umgebung. Dies fuhrt in der Regel zu
inflammatorischen Reaktionen und damit haufig zur Schadigung des umgebenden
Gewebes (Golstein et al. 1991; Kroemer et al. 1998).

Apoptose und ,programmed cell death* (PCD) werden zwar haufig synonym ver-
wendet, moglicherweise stellt die Apoptose jedoch nur eine von mehreren Formen
des PCD dar. Sie ist im Gegensatz zur passiven Nekrose ein aktiver, stringent
regulierter Prozess, in dessen Verlauf bestimmte Proteasen, die Caspasen, eine
wichtige Rolle spielen. Ihren Namen verdanken die Caspasen ihrer Zugehdorigkeit zur
Familie der Cysteinproteasen, die die Fahigkeit besitzen, nach der Aminosaure
Aspartat eine Schnittstelle zu setzen (cysteinyl aspartate-specific proteinase)
(Nicholson 1999; Hu 2003). Aktive Caspasen werden aus inaktiven Vorstufen
(Procaspasen) freigesetzt, wobei am Anfang eine sogenannte Initiatorcaspase ver-

schiedene Procaspasen aktiviert, deren aktivierte Formen wiederum weitere
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Procaspasen aktivieren (Caspasenkaskade). Am Ende dieser Signalverstarkungs-
kaskade stehen Effektorcaspasen, die verschiedene Substrate spalten und dadurch
z. B. Strukturproteine abbauen oder durch Aktivierung von DNAsen den Verdau der
DNA bewirken und somit den irreversiblen Zelltod.

Das Programm der Apoptose kann grundsétzlich tber zwei verschiedene Wege
initiiert werden. Einmal durch extrazellulare Liganden wie Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF) und Fas Ligand (FasL oder CD95L), die an sogenannten Todesrezeptoren
(TNF-Rezeptor bzw. Fas-Rezeptor) binden, oder aber durch bestimmte intra-
zellulare/intrinsische Signale, die spezifische mitochondriale Veranderungen hervor-
rufen und auf diese Weise zur Aktivierung der Caspasenkaskade fuhren.

Ist die Apoptose eingeleitet, schrumpft die Zelle durch Zytoplasmaabschnirung
(,Blebbing®), das Zytoplasma und das Chromatin kondensieren. Im weiteren Verlauf
wird der Zellkern fragmentiert (Karyorrhexis) und weitere Vesikel von der Zyto-
plasmamembran abgeschniirt. Diese so genannten ,apoptotischen Koérperchen
werden von Nachbarzellen oder Makrophagen rasch phagozytiert und durch

lysosomale Enzyme verdaut (Kerr et al. 1994).

(1) Normale Zelle (2) Die friihe Apoptose ist durch
Kondensation des nukledren Chromatins,
Kondensation des Zytoplasmas, Ausstilpung der
Membranen und Abschnirung von Zytoplasma-
bestandteilen gekennzeichnet. (3) Membranumbhiillte
Cytoplasmanteile und Kernfragmente bilden sog.
apoptotische Kérper, die (4) von umliegenden Zellen
phagozytiert und (5), (6) durch die Lysosomen ab-
gebaut werden. (7) Die Entwicklung der Nekrose geht
mit dem Verklumpen des Chromatins einher. Weitere
Merkmale sind das Anschwellen der Organellen und
Zerreil3en der Membranen. (8) Die Membranen l6sen
sich auf, die Zelle behélt aber noch ihre Form, bis sie
letztendlich phagozytiert wird.

Abbildung 2: Strukturelle Veranderungen wahrend der Apoptose (2-6) und Nekrose
(7-8) (nach Kerr et al. 1994).
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Die Apoptose stellt unter physiologischen Verhéaltnissen ein Selbstmordprogramm
zur kontrollierten Eliminierung bestimmter Zellen dar, Uber das alle multizellularen
Organismen verfiugen. Die Apoptose wird physiologischerweise bei Gewebe-
umbildungsvorgangen wahrend der fetalen Entwicklung (Haanen und Vermes, 1996),
bei der Metamorphose von Insekten und Reptilien, bei altersbedingten Atrophien, in
Geweben mit physiologischem Zellumsatz und bei endokrin gesteuerten Atrophien
beobachtet. Erhohte Apoptoseraten treten aber auch bei pathologischen Zustanden
wie z. B. Multiple Sklerose, Alzheimersche Demenz, Parkinson-Syndrom, Zelltod
nach Infarkten oder HIV-Infektionen (Ubermafiges Absterben von T-Helferzellen) auf
(Wyllie et al. 1980; Tabibzadeh 1995).

2.2.2.1 Caspasen

Caspasen spielen, wie oben erwdhnt, wahrend der Apoptose eine entscheidende
Rolle. Der Familie der Caspasen wurden bisher 14 Mitglieder zugeordnet, die je nach
Struktur und Funktion in drei Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe besteht
aus den Caspasen 1, 4, 5 und 13 und vermittelt Entzindungsreaktionen. Caspasen
der Gruppen 2 und 3 spielen eine Rolle bei der Apoptose; zur Gruppe 2 zahlen die
Caspasen 2, 3 und 7, zur Gruppe 3 die Caspasen 6, 8, 9 und 10.

Caspasen werden als inaktive Procaspasen synthetisiert. Sie bestehen aus einer
Prodomane, einer grof3en und einer kleinen Untereinheit. Die Procaspasen werden
durch andere Caspasen durch Schnitte an spezifischen Aspartatresten aktiviert.
Dadurch entstehen aktive Heterotetramere, die aus je zwei kleinen und zwei grofl3en
Untereinheiten bestehen (Wilson et al. 1994; Walker et al. 1994; Rotonda et al.
1996). Aktiviert werden sie durch Abspaltung der Prodoméane an zwei Aspartase-
spezifischen Schnittstellen, sodass jeweils zwei grof3e und kleine Untereinheiten die
aktive Form bilden. Procaspasen werden von bereits aktiven Caspasen aktiviert
(Cohen 1997; Nicholson und Thornberry 1997; Raff 1998). Caspase-3 hat eine
Haupt- bzw. Schlisselrolle und wird schon in frihen Apoptosestadien aktiviert
(Faleiro et al. 1997). Daher lassen sich mit dem immunhistologischen Nachweis von
aktivierter Caspase-3 in Gewebeschnitten apoptotische Zellen lokalisieren. Sie ist fur
die teilweise oder vollstandige Spaltung vieler Schlisselenzyme wéhrend der
Apoptose verantwortlich. Die aktive Caspase-3 ist ein Heterotetramer, bestehend aus
zwei 17 kDa und zwei 12 kDa Untereinheiten. Weitere Namen der Caspase-3 sind
CPP32, Yama (Todesgott der Hindus) und Apopain (Cohen 1997).
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2.2.3 Zelldynamik in der Rinderplazenta

Uterus- und Plazentawachstum sind Voraussetzungen fir eine adaquate Bereit-
stellung von Nahrstoffen und Sauerstoff fir den Fetus. Beim Rind wachsen die
Plazentome wahrend der gesamten Graviditat, wobei ihr Wachstum im Laufe der
Graviditatsdauer betrachtlich variiert. Bis zum 200. Tréachtigkeitstag steigt das
Plazentagewicht annahernd linear, danach erfolgt eine progressive Abnahme des
Wachstums (Reynolds et al. 1990). Eine Gewichtszunahme kann prinzipiell durch
Zellproliferation oder Hypertrophie der Zellen erreicht werden. Untersuchungen an
Plazentomen und interkotyledonarer Plazenta von Wiederkduern zeigen, dass die
Zunahme des Plazentomgewichtes hauptsachlich auf einer Zellproliferation beruht,
wéahrend die GrélRenzunahme der interkotelydonaren Plazenta weitestgehend durch
Hypertrophie erreicht wird. Untersuchungen unter Verwendung von Ki67-Antigen als
Proliferationsmarker zeigen, dass in den Plazentomen Proliferation wahrend der
gesamten Trachtigkeit in erheblichem Ausmald nachweisbar ist und sich stéarker im
maternalen als im fetalen Anteil abspielt. Die héchste Proliferationsrate findet sich im
Karunkelepithel. Hier Ubersteigt die Proliferation die des Trophoblasten deutlich. Im
Trophoblasten selbst spiegelt sich neben dem Wachstum die stdndige Erneuerung
apoptotisch zugrunde gehender TGCs wider (Schuler et al. 2000; Boos et al. 2003).
Die Uberaus hohe, offensichtlich teilweise Wachstums-unabhéangige Proliferation im
Karunkelepithel deutet, in Verbindung mit der Beobachtung in Richtung des Tropho-
blasten abschilfernder Karunkelepithelzellen, auf einen hohen Zellumsatz im
Karunkelepithel hin. Es wird vermutet, dass dieser hohe Zellumsatz im Karunkel-
epithel einem permanenten Gewebeumbau dient und zur Ern&hrung des Fetus durch
Bildung einer Histiotrophe beitragt (Hoffmann und Schuler 2002).

Gegen Ende der Trachtigkeit, um den 260. Tag, verlieren die kubischen Karunkel-
epithelzellen an Hohe und werden zunehmend flacher. Trotzdem zeigen zahlreiche
der abgeflachten Karunkelepithelzellen einen positiven Ki67-Antigennachweis. Daher
ist anzunehmen, dass dem Abflachen des Karunkelepithels eher ein erhdhter Ver-
brauch an Karunkelepithelzellen als eine verminderte Neubildung zugrunde liegt. Des
Weiteren beobachtet man in der unmittelbaren prapartalen Phase eine deutliche Ab-
nahme in der Anzahl und Vitalitat der TGCs (Gross et al. 1991).
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2.3 Plazentare Steroide beim Rind

Wie die Plazenta zahlreicher anderer Spezies produziert auch die Rinderplazenta
Progesteron und Ostrogene. Die Plazenta des Rindes tragt jedoch nur minimal und
temporér zu maternalen Progesteronspiegeln bei. Diese stammen in allen Trachtig-
keitsstadien tUberwiegend aus dem Corpus luteum (Estergreen et al. 1967; Day 1977,
Chew et al. 1979; Johnson et al. 1981). Es ist daher unklar, ob beim Rind
plazentares Progesteron eine eigenstandige Bedeutung besitzt. Immunhistologisch
konnten in den Karunkelstromazellen, also in enger Nachbarschaft zu den
Progesteron produzierenden Trophoblastzellen, Progesteronrezeptoren nach-
gewiesen werden (Schuler et al. 1999). Daher ist anzunehmen, dass die Karunkel
ein Progesteron-Zielorgan ist und sie eher dem Einfluss des plazentaren als des
lutealen Progesterons unterliegt. Mdglicherweise dient beim Rind die plazentare
Progesteronproduktion der Erzeugung hoher lokaler Konzentrationen, die fur den
Eintritt bestimmter dosisabhangiger Wirkungen erforderlich sein konnten (Hoffmann
und Schuler 2002).

Erhdhte Ostrogenspiegel plazentaren Ursprungs sind im peripheren maternalen Blut
ca. ab dem 110. Trachtigkeitstag nachweisbar, wobei es sich in erster Linie um
Estronsulfat handelt. Estronsulfat steigt bis ca. Tag 150 der Graviditat auf Werte um
5 nmol/l an und danach bis zum etwa 230. Trachtigkeitstag nur noch geringfiigig.
Danach erfolgt ein weiterer deutlicher Anstieg auf Werte zwischen 15-30 nmol/l in
den letzten drei Trachtigkeitswochen. Die Konzentrationen an freiem Estron zeigen
zunachst einen ahnlichen Verlauf, jedoch auf erheblich niedrigerem Niveau. Erst in
den letzten drei Wochen vor der Geburt zeigt sich ein deutlicher Unterschied im Ver-
lauf zwischen freiem und konjugiertem Estron. Wahrend Estronsulfat bis ca. drei
Tage vor der Geburt auf einem gleich bleibend hohen Niveau verlauft, steigt Estron
in diesem Zeitraum kontinuierlich an und erreicht einen Peak um 6-12 nmol/l in den
letzten drei Tagen vor der Geburt (Hoffmann et al. 1997). Die biologische Bedeutung
der plazentaren Ostrogene beim Rind ist immer noch weitestgehend unklar. Die
hohen prapartalen Konzentrationen freier Ostrogene werden mit der Geburtsvor-
bereitung in Verbindung gebracht. Rexha und Grunert (1993) konnten positive
Korrelationen zwischen dem Auftreten von Geburtsanzeichen (Vulvaddem, Er-
schlaffung der breiten Beckenbander etc.) und den maternalen Konzentrationen an
Gesamtostrogenen nachweisen. Die plazentaren Ostrogene sind jedoch lokal, z. B.

in den Fruchtwassern, bereits im zweiten Trachtigkeitsmonat nachweisbar (Eley et al.
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1979). Den bereits in frihen und mittleren Tréachtigkeitsstadien auftretenden
plazentaren Ostrogenen konnte immer noch keine eindeutige Funktion zugeordnet
werden. Der Nachweis von Ostrogenrezeptoren in den Plazentomen deutet aber
darauf hin, dass plazentare Ostrogene primar moglicherweise als lokale Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren agieren. Die Aufregulation von Aromatase und Ostro-
genrezeptor B in den Trophoblastriesenzellen deutet auf eine intrakrine Rolle der
plazentaren Ostrogene bei der Steuerung der Trophoblastriesenzelldifferenzierung
hin. Die deutlichen Beziehungen zwischen lokalen Ostrogenkonzentrationen,
proliferativer Aktivitat und der Expression des Ostrogenrezeptors a in den Karunkeln
sprechen dafiir, dass dort plazentare Ostrogene als parakrine Regelfaktoren von
Wachstum, Differenzierung und Funktionen agieren konnten (Schuler et al. 2000,
2002, 2005, 2006a, 2008). Weiterhin ergab sich die Hypothese, dass die plazentaren
Ostrogene wesentliche Stimulatoren der offensichtlich groRtenteils wachstums-
unabhangigen, aufierordentlich hohen Proliferation im Karunkelepithel sein kdnnten.
Die hierdurch erzeugten "Uberzahligen” Karunkelepithelzellen kdnnten nach
Apoptose und Abschilfern im Sinne einer holokrinen Sekretion eine erhebliche
Nahrungsquelle fur den Fetus darstellen (Schuler et al. 2000; Hoffmann und Schuler
2002).

2.4  Die Rezeptor-Tyrosinkinase ErbB3
Die ErbB-Genfamilie zahlt zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren und besteht aus ins-

gesamt vier Mitgliedern (Citri et al. 2003; Normanno et al. 2005):

e ErbB1 (EGFR, HER-1)
e ErbB2 (Neu, HER-2)
e ErbB3 (HER-3)

e ErbB4 (HER-4)

Zusammen mit ihren Liganden, die der Epidermal Growth Factor (EGF)-Familie an-
gehoren, regulieren sie Proliferation und Differenzierung vieler verschiedener Zell-
typen (Riese und Stern, 1998). Die EGF-Familie z&hlt zu den Wachstumsfaktoren
und ist u.a. fir eine normale Entwicklung in der Embryonalphase essenziell (Hall et
al. 2005).
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Die EGF-Familie besteht nach Riese und Stern (1998) aus:

Gruppe 1:
o Epidermal Growth Factor (EGF)
e Amphiregulin (AR)
e Transforming Growth Factor-a (TGF-a)

Gruppe 2:
e Heparin binding-EGF-like factor (HB-EGF)
e Betacellulin (BTC)
e Epiregulin (EPR)

Gruppe 3:
e Neureguline (NRG-1, NRG-2, NRG-3, NRG-4)

Die Liganden lassen sich in drei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe beinhaltet EGF,
Amphiregulin und TGF-a. Diese binden an den ErbB1-Rezeptor. Die zweite Gruppe
besteht aus Betacellulin, Heparin binding-EGF und Epiregulin. Diese Liganden
binden sowohl an den ErbB1-Rezeptor, als auch an den ErbB4-Rezeptor. Die dritte
Gruppe wird durch die Neureguline 1-4 gebildet. Die Neureguline 1 und 2 binden an
ErbB3 und ErbB4, wahrend die Neureguline 3 und 4 nur an ErbB4 binden (Casalini
et al. 2004).

Die Rezeptoren bestehen aus einer extrazellularen Doméne fur die Liganden-
bindung, einer einzelnen Transmembran-Doméane und einer zytoplasmatischen
Doméane mit enzymatischer Aktivitat. Die extrazellulare Doméane besteht aus vier
Subdomanen: die Subdomanen | und Il vermitteln die Ligandenbindung, wahrend
die cysteinreichen Subdomanen Il und IV eine Rolle in der Rezeptordimerisierung
spielen (Citri et al. 2003). Die Ausbildung von drei intramolekularen Disulfidbriicken
bedingt die typische dreischleifige Sekundéarstruktur der Ligandbindungsdomane
(Salomon et al. 1995). Die zytoplasmatische Doméane besteht aus einer Tyrosin-
kinasedomane und verschiedenen Tyrosinresten, die unter Rezeptoraktivierung
phosphoryliert werden (Riese und Stern, 1998). Die Bindung eines spezifischen
Liganden fihrt zur Homo- (z. B. ErbB1/ErbB1l) oder Heterodimerisierung (z. B.
ErbB2/ErbB3) von ErbB-Rezeptoren. In der Folge kommt es zur Tyrosinkinase-
aktivierung und zur Phosphorylierung von Tyrosinresten in der zytoplasmatischen

Domane, die als Bindungsstellen von intrazellularen Signaliibertragungsmolekilen

22



dienen. Diese Signaltibertragungsmolekile aktivieren wiederum verschiedene
Signalkaskaden. Dazu zahlen MAP-Kinase, P13K, Phospholipase-Cy, Proteinkinase
C und die Janus-Kinase. Eine Ubersicht tiber die einzelnen Signalkaskaden sowie
ein detailliertes Schaubild findet sich bei Citri et al. (2003).

Obwohl alle ErbB-Rezeptoren ahnliche Strukturen aufweisen, unterscheiden sie sich
hinsichtlich ihrer Ligandenspezifitat und Kinaseaktivitat (Klonisch et al. 2001). So be-
sitzt ErbB3 im Vergleich zu den anderen Familienmitgliedern aufgrund einer Punkit-
mutation innerhalb der katalytischen Domé&ne nur wenig Kinaseaktivitat. Daher ist
eine Heterodimerisierung Voraussetzung fur eine ErbB3-vermittelte Signaltrans-
duktion, da ErbB3 auf Transphosphorylierung durch andere ErbB-Mitglieder an-
gewiesen ist. ErbB2 besitzt die starkste Kinaseaktivitdt unter den Mitgliedern und
Ubernimmt bevorzugt die Aufgabe der Heterodimerbildung mit den anderen ErbB-
Mitgliedern (Klonisch et al. 2001). Unter allen Heterodimeren unter Beteiligung von
ErbB2 ist ErbB2/ErbB3 der potenteste Rezeptor in Bezug auf Proliferation und Trans-
formation (Citri et al. 2003).

Die Liganden fur ErbB3 zahlen zu den Neuregulinen. Diese spielen z. B. eine
elementare Rolle in der Entwicklung des Herzens und des Nervensystems (Carraway
1996). Eine Expression des ErbB3-Rezeptors wurde von Yoshida et al. (1998) sowie
von Hall et al. (2005) in der bovinen Blastozyste nachgewiesen. Das weist auf eine
Rolle des Rezeptors bei der embryonalen Entwicklung beim Rind hin. Uber die Ex-

pression von ErbB3 in der Rinderplazenta lagen bisher keine Informationen vor.

2.5 Estrogen-Receptor-Related Receptor 2 (ERR2)

Der Estrogen-Receptor-Related Receptor 2 [Synonyme: Estrogen—related receptor 3
(ERRPB), Estrogen—related receptor 2 (ERR2), nuclear receptor subfamily 3 group B
member 2 (NR3B2), Estrogen receptor-like 2 (ESRL2)] gehdrt zur Superfamilie der
nuklearen Rezeptoren (Luo et al. 1997). Nukleare Rezeptoren sind Transkriptions-
faktoren, die bei der Regulation von Wachstum, Entwicklung und Differenzierung
eine wichtige Rolle spielen. Sie fungieren haufig als Ligand-aktivierte Transkriptions-
faktoren (McEwan et al. 1995). Sie lassen sich in drei Hauptgruppen aufteilen. Zu
den Typ I-Rezeptoren (Steroidrezeptoren) zahlen die klassischen Steroidrezeptoren,
z. B. Androgen-, Ostrogen- oder Progesteronrezeptoren sowie Glukokortikoid- und
Mineralokortikoidrezeptoren. Die Typ II-Rezeptoren beinhalten die nukledren Nicht-
Steroidrezeptoren (z. B. Schilddrisenhormonrezeptor, all-trans-Retinsaure-Rezeptor,

9-cis-Retinsaure-Rezeptor). Die Gruppe der Typ llI-Rezeptoren, zu welchen der ERR
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zahlt, nennt man ,Orphan-Receptors®, da fur sie kein endogener Ligand existiert oder
bisher gefunden wurde (McKenna et al. 1999).

Die ERR-Familie besteht aus drei Mitgliedern, ERR1/ERRa, ERRZ2/ERR},
ERR3/ERRYy und ist strukturell eng mit detstrogenrezeptor a (ERa) verwandt.
ERRs und Ostrogenrezeptoren binden an Estrogen-responsive Elements der DNA.
ERRs binden jedoch im Gegensatz zu ER keine endogenen Ostrogene (Ariazi und
Jordan, 2006).

ERR1 wird in Muskel- und Fettgewebe exprimiert, wahrend ERR3 im ZNS zu finden
ist. Bei Mausen wird ERR2 hauptséachlich wahrend der embryonalen Entwicklung in
Zellen des extraembryonalen Ektoderms, die das Chorion bilden, exprimiert und
spielt in der frihen Plazentation fur Proliferation und Differenzierung eine wichtige
Rolle. Bei ERR2-Knockout Méausen trat eine hochgradig gestérte Chorionentwicklung
mit einer ausgepragten Verschiebung des Verhaltnisses zwischen diploiden
Trophoblastzellen und Trophoblastriesenzellen zugunsten der letzteren auf; Folge
war der fetale Fruchttod (Luo et al. 1997). Man hat herausgefunden, dass ERR2
Diethylstilbestrol (DES), ein hochpotentes synthetisches Ostrogen, bindet (Tremblay
et al. 2001). Naturliche Liganden sind derzeit noch nicht eindeutig identifiziert. Hall et
al. (2005) wiesen erstmals ERR2 in der Blastozyste von Rindern nach. Uber die Ex-

pression von ERR2 in der Rinderplazenta lagen bisher keine Informationen vor.

2.6  Ostrogenrezeptoren

Die Wirkungen von Ostrogenen werden vorwiegend Uber Rezeptoren vermittelt, die
zur grof3en Superfamilie der nuklearen Rezeptoren gehéren. Nach Aktivierung durch
ihre Liganden binden diese als Hormon-Rezeptor-Dimere an spezifische
regulatorische DNA-Abschnitte, die Estrogen-responsive Elements (EREs), und
stimulieren oder unterdriicken die Expression abhangiger Zielgene. Beim Menschen,
Labornagern und den bisher untersuchten Haussaugetieren wurden zwei Isoformen
identifiziert, Ostrogenrezeptor a (ERa) und Ostrogenrezeptor B (ERB). Diese weisen
eine groRe strukturelle Ahnlichkeit auf und der Satz der angesteuerten EREs ist
nahezu identisch. Trotzdem sind ihre Gene auf unterschiedlichen Chromosomen
lokalisiert. Ihre Expressionsmuster sind weitestgehend Uberlappend, jedoch nicht
identisch. Dementsprechend erfillen sie teilweise redundante, zum erheblichen Teil
aber auch eigenstandige, teilweise sogar gegensatzliche Funktionen (Hewitt und
Korach 2002). Im Hinblick auf die Hypothese, dass die plazentaren Ostrogene beim

Rind eher als lokale Regulatoren von Wachstum und Differenzierung der Plazentome
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denn als Hormone im klassischen Sinn fungieren, wurden von Schuler et al. (2002,
2005) die Expressionsmuster von ERa und ERB in den Rinderplazentomen
immunhistochemisch charakterisiert. ERa wurde in den Karunkelepithelzellen,
Karunkelstromazellen und maternalen Gefal3periztyen lokalisiert. Im fetalen Teil der
Plazentome war dagegen keinerlei ERa-Expression nachweisbar. Aufgrund der
Korrelation zwischen proliferativer Aktivitat (Schuler et al. 2000) und lokalen Ostro-
genkonzentrationen (Schuler 2000) sowie des ERa-Expressionsmusters in den
Plazentomen (Schuler et al. 2002) wurde geschlossen, dass die plazentaren Ostro-
gene an der Stimulation des Karunkelwachstums sowie an der Steuerung von
Wachstum, Differenzierung und Funktionen des karunkularen Gefaf3systems beteiligt
sein konnten (Hoffmann und Schuler 2002). ERB war dagegen in zahlreichen Zell-
typen in Karunkeln und Kotyledonen nachweisbar, wobei die Signalintensitat ins-
gesamt relativ schwach war. Die deutlichsten Signale fanden sich in den reifen
Trophoblastriesenzellen und im maternalen bzw. fetalen Gefal3system (Schuler et al.
2005). Die Aufregulation von ERB und Aromatase (Schuler et al. 2006a, 2008) im
Verlauf der Trophoblastriesenzelldifferenzierung legt die Hypothese nahe, dass die
plazentaren Steroide Uber einen intrakrinen Mechanismus an der Steuerung dieses
Prozesses beteiligt sein konnten. Eine &hnliche Funktion plazentarer Ostrogene
wurde auch in der Humanplazenta postuliert (Bukovsky et al. 2003a, 2003b).
Aufgrund seines Expressionsmusters ergibt sich fur ER weiterhin die Mglichkeit,

an der Steuerung von Wachstum, Differenzierung und Funktionen des plazentaren

Gefalisystems beteiligt zu sein.

25



2.7 Die Prolaktin-/'Wachstumshormon—-Familie und ihre
Rezeptoren

Prolaktin (PRL) und Wachstumshormon (Growth hormone, GH; Somatotropes
Hormon, STH) bilden zusammen mit dem Plazentaren Laktogen (PL) eine
Genfamilie, die wahrscheinlich aus Duplikationen gemeinsamer Vorlaufergene
hervorgegangen ist (Bole-Feysot et al. 1998). Sie zadhlen zu den Polypeptid-
hormonen. Des Weiteren werden sie einer noch groReren Ubergruppe zugeordnet,
der Gruppe der hdmatopoetischen Zytokine (Goffin et al. 2002). GH ist beim Rind
das Produkt eines einzelnen Gens und wird normalerweise von der Hypophyse
pulsatil sezerniert. Dabei ist es fur die Stimulation von Zellwachstum und Proliferation
verantwortlich. Dies geschieht entweder direkt oder indirekt durch Stimulation des
Insulin-like Growth Factor (IGF) Systems (Gootwine 2004). Es spielt eine Uber-
ragende Rolle in der Regulation des Langenwachstums. Bei einigen Spezies wird
GH auch von der Plazenta gebildet. In der Schafplazenta wird GH vom
Trophektoderm und den Syncytialzellen gebildet, in der Rinderplazenta konnte bisher
allerdings eine Expression von GH nicht nachgewiesen werden (Gootwine 2004). In
den Rinderplazentomen wiesen Kolle et al. (1997) die Expression des GH-Rezeptors
im Karunkelepithel nach. Weiterhin wurde der GH-Rezeptor wahrend der gesamten
Trachtigkeit in den uninukle&ren Trophoblastzellen lokalisiert. Hierbei war die Ex-
pression in den ersten drei Monaten niedrig, steigerte sich vom dritten bis zum
sechsten Trachtigkeitsmonat und blieb danach bis zur Geburt nahezu konstant.

PRL stellt ebenfalls ein wichtiges Hormon der Hypophyse dar. Bei einigen Spezies
wie z. B. Hund oder Ratte zahlt hypophysédres PRL zu den luteotropen Faktoren
(Bole-Feysot et al. 1998). Daneben findet man es in vielen verschiedenen Geweben
jeglicher Saugetierspezies. PRL hat viele weitere Funktionen, die von der Ent-
wicklung der Milchdrise, Stimulation des mdtterlichen Verhaltens, Immunregulation
bis hin zur Regulation von Wasser- und Elektrolythaushalt reichen. Einen Uberblick
uber die zahlreichen biologischen PRL-Funktionen findet man bei Bole-Feysot et al.
(1998). Bei einigen Spezies wurde eine PRL-Expression in der Plazenta, v.a. in
deren maternalen Anteil nachgewiesen. Die genaue Bedeutung von PRL in der
Plazenta ist weitestgehend unklar. Jabbour und Critchley (2001) sprechen ihm
jedoch eine wichtige Rolle v.a. wéhrend der Phase der Implantation zu. Zur Ex-
pression von PRL in der Rinderplazenta liegen bisher praktisch keine Informationen

Vvor.
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PL konnte bisher nur in der Plazenta von Wiederkauern, Primaten und Nagern identi-
fiziert werden (Anthony et al. 1995). In der Wiederkduerplazenta wird PL von den
binukleéren Zellen des Trophektoderms produziert und wird sowohl in die maternale
als auch in die fetale Zirkulation eingeschleust. Im Trophoblasten ist PL etwa
zwischen Tag 16 und 36 erstmals feststellbar und wird danach wéhrend der
gesamten Trachtigkeit sezerniert (Gootwine 2004). Strukturell gleicht das PL des
Rindes (bPL) eher bovinem PRL als GH (Anthony et al. 1995). Die Funktionen von
bPL sind im Detail noch weitestgehend unklar; eine Bedeutung wird darin gesehen,
dass es im Hinblick auf die Versorgung des heranwachsenden Fetus den maternalen
Stoffwechsel beeinflusst, wobei v.a. der maternalen Leber eine zentrale Rolle als
Zielorgan zukommt (Schuler LA et al. 1997). Im Gegensatz zu anderen Wieder-
kauerspezies und Nagern ist jedoch bPL wahrend der Trachtigkeit im maternalen
Serum nur in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen nachweisbar.

Deutlich héhere Konzentrationen finden sich jedoch im fetalen Kreislauf mit einem
Peak im zweiten Drittel der Graviditat (Scott et al. 1992). Die Bedeutung des im
fetalen Kreislauf zirkulierenden bPL ist derzeit noch unklar.

Fur bPL wurde bisher kein eigener Rezeptor identifiziert. Seine biologische Aktivitat
wird Uber den PRL- bzw. den GH-Rezeptor (PRLR bzw. GHR) vermittelt. Die beiden
Rezeptoren gehoéren zur Superfamilie der Zytokinrezeptoren, sind membran-
gebunden und strukturell eng miteinander verwandt. Es handelt sich hierbei um
»Single-chain“ Proteine. Sie gleichen sich weniger in ihrer Aminosaureabfolge,
sondern viel mehr in ihrer Tertiarstruktur (Goffin und Kelly 1997). Beide Rezeptoren
bestehen aus einer extrazellularen, einer transmembrandsen und einer intra-
zellularen Doméne. Der genaue Rezeptoraufbau ist bei Bole-Feysot et al. (1998) be-
schrieben. Typisch fur diese Rezeptorfamilie ist das Fehlen einer intrinsischen
Kinaseaktivitat. Bindet ein Ligand an der Bindungsstelle des Rezeptors, kommt es
zuerst zu einem inaktiven Hormon-Rezeptorkomplex. Erst durch die nachfolgende
Bindung des Hormon-Rezeptor-Komplexes an einen weiteren Rezeptor wird eine
intrazellulare Signalkaskade induziert. Hierbei kommt es zu einer sofortigen Trans-
phosphorylierung der assoziierten Tyrosinkinase JAK2, gefolgt von der Aktivierung
von STATS5 oder des MAP-Kinase-Weges (Goffin und Kelly 1997; Gertler und Djiane
2002). Eine weitergehende Beschreibung der induzierten, sehr komplexen Signal-
kaskaden finden sich bei lhle et al. (1994).
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Schuler LA et al. (1997) zeigten, dass beim Rind zwei Formen des PRL-Rezeptors
existieren, eine lange Standardform (IPRLR) und eine kurze Form (sPRLR). Das
Vorkommen einer kurzen Form wurde zuvor bereits bei Nagern und Schafen be-
schrieben (Schuler LA et al. 2001) und entsteht durch Insertion eines zuséatzlichen
Exons, welches ein Stopcodon enthélt. Die Gestalt beider Rezeptoren unterscheidet
sich daher lediglich in der Gréf3e der intrazellularen Doméne, die bei der s-Form
kleiner ausfallt. Extrazellulare und transmembrantése Domane unterscheiden sich
nicht. Die s-Form besitzt die Mdglichkeit, die durch die |-Form aktivierte Janus 2
Kinase zu hemmen (Schuler LA et al. 2001).

Uber die von bPL an Prolaktin- und GH-Rezeptoren induzierten Wirkungen ist wenig
bekannt bzw. es liegen widersprichliche Informationen vor. An homologen GH-
Rezeptoren scheint bPL eher als Antagonist oder Partialagonist zu agieren. Auch die
Bindung an PRLR/GHR-Heterodimere wird beschrieben, wobei deren biologische
Bedeutung bisher unklar ist (Gertler und Dijane 2002; Gootwine 2004; Patel et al.
2004).

2.8 Large Offspring Syndrome (LOS)

Nach der Anwendung von in vitro—Techniken der Reproduktion wie somatischem
Klonen (Somatic Cell Nuclear Transfer, SCNT) und der in vitro-Produktion von
Embryonen (IVP) tritt beim Rind gehauft ein Syndrom fetaler Anomalien auf, welches
unter anderem durch einen intrauterinen Uberwuchs gekennzeichnet ist: das Large
Offspring Syndrome (LOS). Das Geburtsgewicht betroffener Kalber kann bis auf das
doppelte des normalen Geburtsgewichtes erhoht sein (Young et al. 1998). Bereits
1991 beschrieben Willadsen et al. das Phanomen der ,ubergroRen Kalber® nach
Klonen via Transfer von Kernen embryonaler Zellen in entkernte Eizellen. 1992
wurde diese Beobachtung von Sprechern des Symposiums der International Embryo
Transfer Society (IETS) bestéatigt (Bertolini und Anderson 2002). Das Syndrom um-
fasst eine grol3e Anzahl weiterer Abnormalitaten. Dazu gehdren beispielsweise ein
vermehrtes Auftreten von frihembryonalem Tod, eine gesteigerte Abortrate, Skelett-
deformationen sowie eine Verschiebung der relativen Organgewichte (Farin et al.
2006). Des Weiteren werden postnatal Lebensschwache, Saugunlust, Hypothermie,
Hypoglykdmie, Hypoxie, schwere metabolische Azidose und pl6tzliche Todesfélle in
der Neugeborenenphase beschrieben. Weitere LOS-assoziierte Veranderungen sind

eine erhohte Muskelmasse, veradnderte Zusammensetzung der Muskelfasern und
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Missbildungen im Kleinhirnbereich (Willadsen et al. 1991; Kruip und den Haas 1997;
Young et al. 1998; Farin et al. 2006).

Ebenfalls mit dem LOS in Verbindung gebracht wird das Auftreten von Plazenta-
aberrationen in Form von Hydrallantois und der Bildung abnorm grof3er, ungew6hn-
lich geformter und in der Gesamtzahl reduzierter Plazentome. Weiterhin werden
Storungen der plazentaren GefalRbildung beschrieben. Man vermutet, dass fur den
Uberaus haufigen frihen fetalen Tod nach somatischem Kerntransfer, der hauptsach-
lich im ersten Trimester der Trachtigkeit auftritt, die abnormale Plazentaentwicklung
eine erhebliche Rolle spielt (Stice et al. 1996; Hill et al. 2000).

Da das Syndrom in seinem Auftreten sehr variabel ist und sich auch ohne fetalen
Uberwuchs manifestieren kann, schlagen Farin et al. (2006) die Bezeichnung
Abnormal Offspring Syndrome (AOS) vor und teilen es in vier verschiedene Kate-

gorien ein:

Typ I AOS: Abnormale Entwicklung und friher embryonaler Tod vor Beendigung
der Organogenese (ca. 42. Trachtigkeitstag).

Typ I AOS: Abnormale Entwicklung von Fetus und Plazenta; fetaler Tod zwischen
Abschluss der Organogenese und Ende der Tréachtigkeit (42.—280.
Trachtigkeitstag).

Typ Il AOS: Fetus und Plazenta mit schweren Entwicklungsfehlern, die weder von-
seiten des Fetus noch der Plazenta zu kompensieren sind; die Geburt
verlauft normal oder schwierig; die betroffenen Kalber weisen ver-
anderte klinische, hamatologische und biochemische Parameter auf;
Tod wéahrend der Geburt oder in der neonatalen Periode (bis 28. Tag
p.p.).

Typ IV AOS: Fetus oder Plazenta mit moderaten Abnormalitdten; Fetus und/oder
Plazenta konnen die Alterationen kompensieren; die Geburt verlauft
normal oder schwierig; das Kalb ist normal grol3 oder zu grol3; es
kénnen verdnderte klinische, hdmatologische und biochemische Para-
meter auftreten.

Das LOS/AOS wurde nicht nur bei der Spezies Rind beobachtet, sondern ebenfalls

bei Mausen (Eggan et al. 2001; Fernandez-Gonzalez et al. 2004) und Schafen

(Walker et al. 1996).

Die molekularen Mechanismen, die dem LOS/AOS zugrunde liegen, sind noch

weitestgehend unklar. Sicher ist jedoch, dass die das LOS/AOS hervorrufenden Ver-
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anderungen nicht auf genetischer sondern epigenetischer Ebene ablaufen. Darauf
deutet die Tatsache hin, dass LOS/AOS-assoziierte Verdnderungen in der Regel
nicht vererbt werden. Offensichtlich spielt eine Stérung der epigenetischen Re-
programmierung des Genoms in der fruihembryonalen Phase eine erhebliche Rolle,
wobei vermutlich einer Stérung des Imprintings von Genen eine besondere Be-
deutung zukommt. Unter Imprinting versteht man die Inaktivierung des paternalen
oder maternalen Allels eines Gens. Dies wird nur bei einer relativ kleinen Anzahl von
Genen beobachtet, wahrend bei den meisten Genen im Falle einer Expression beide
Allele aktiv sind. Einem Imprinting unterliegen vor allem Gene, die eine Bedeutung
fur embryonales und fetales Wachstum bzw. Differenzierung haben. Die DNA-
Methylierung stellt hierbei einen bedeutenden Imprinting-Mechanismus dar. Der-
zeitige Erklarungsmodelle gehen daher von einer Stérung der frihembryonalen
Demethylierungs- bzw. Methylierungsvorgange als einer wichtigen Ursache des
LOS/AOS aus (Kang et al. 2001; Wilmut et al. 2002; Hiendleder et al. 2006; Farin et
al. 2006). Die Einfluisse wahrend der in vitro-Manipulation, welche zu den an-
gesprochenen epigenetischen Stérungen fuhren, sind im Detail immer noch weitest-
gehend unklar. Dies ist u.a. darauf zurtckzufihren, dass das LOS/AOS bisher
schlecht reproduzierbar war. Ein kritischer Punkt scheint die Supplementierung der
Kulturmedien zu sein. Bovines Serumalbumin und Serum werden am haufigsten als
Mediumzusétze verwendet, sind aber umstritten, da sie neben Hormonen und
Wachstumsfaktoren eine Reihe weiterer unbekannter Komponenten enthalten
konnen. Dies macht den Vergleich von Experimenten untereinander schwierig. Es ist
also von groRem Interesse, klar definierte Medien zu entwickeln, die auf
synthetischen Makromolekilen basieren (Warzych et al. 2007).

Das LOS/AQOS ist bei der Anwendung moderner Techniken der assistierten Re-
produktion beim Rind von erheblicher wirtschaftlicher Bedeutung, die sich v.a. beim
SCNT aus dem Verlust zahlreicher Graviditaten und der hohen neonatalen Sterblich-
keit ergibt. Der fetale Uberwuchs fuihrt weiterhin zu Geburtsstérungen und somit zu
erhohten Belastungen des Neonaten und des Muttertieres unter der Geburt, wodurch
sich tierschutzrelevante Aspekte ergeben. Finanzielle Verluste ergeben sich auch
aus der erhohten Inzidenz von Kaiserschnitten. Auch wenn mittlerweile Tausende
gesunde in vitro-produzierte Kélber geboren wurden, stellt das LOS/AOS immer noch
ein Hindernis in der breiten Anwendung moderner biotechnischer Verfahren in der

Rinderproduktion dar.
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2.9 LOS-assoziierte Plazentaveranderungen beim Rind

Neben morphologischen Veranderungen und Funktionsstbrungen verschiedener
Organe des eigentlichen Fetus, treten als Bestandteil des LOS/AOS gehauft
Plazentaverdnderungen auf. Besonders gravierende Plazentaverdnderungen werden
nach Anwendung des somatischen Klonens beobachtet. Hill et al. (2000) be-
schrieben bei SCNT-Trachtigkeiten zwischen dem 30. und 90. Graviditatstag einen
Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des fetalen Tods und dem Typ der

Plazentaveranderungen:

1. Fetaler Fruchttod vor dem 45. Graviditatstag: Plazenta mit unterentwickeltem

Chorion und stark verminderter Vaskularisation; keine fetale Entwicklung még-
lich.

2. Fetaler Fruchttod 50.- 90. Graviditatstag: ein besser entwickelter Trophoblast,

der die Versorgung des Fetus aufrechterhalt, bis funktionsttichtige Plazentome
fur die erhohte Nahrstoffversorgung des wachsenden Fetus benétigt werden.
Danach kommt es durch die zunehmende Plazentainsuffizienz zum fetalen
Fruchttod.

3. Phanotyp mit ausreichender Anzahl von Plazentomen: Fetus erreicht das 2.

Trimester.

Diese Befunde stltzen die These, dass es aufgrund der Plazentaverdnderungen zu
einem verminderten fetomaternalen Stoffaustausch und somit zu einer nicht aus-
reichenden Nahrstoffversorgung des Fetus kommt, dieser dadurch in der Ent-
wicklung stark verzogert ist und quasi ,verhungert®. Folge ist der fetale Fruchttod.
Aufgrund ihrer Befunde kamen Hill et al. (2000) zu dem Schluss, dass bei SCNT-
Graviditaten Plazentaanomalien eine wesentliche Ursache fir den fetalen Fruchttod
im ersten Trimester darstellen, der zu einem Verlust von 82% der Trachtigkeiten
fuhrte. Im Einklang damit stehen Beobachtungen von Stice et al (1996), die funf
Plazenten aus funf SCNT-Trachtigkeiten zwischen dem 35.-55. Tag der Graviditat
untersuchten. Alle Plazenten wiesen eine stark reduzierte Plazentombildung auf, alle
Feten starben ab.

Hill et al. (2001) beschrieben eine hochgradig veranderte Plazenta eines lebend ge-
borenen, geklonten Kalbes. Diese Plazenta war abnormal grof3, wies jedoch nur 26
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Plazentome auf. Hiervon waren 12 vergroRert aber funktionstiichtig, 6 unter-
entwickelt und 8 degeneriert. Im nichtgraviden Horn fanden sich weiterhin 6
rudimentdre Plazentome und 8 ovale, mineralisierte Plaques. Plazentaver-
anderungen von Klonkalbern zu spateren Trachtigkeitsstadien sind gekennzeichnet
durch Odeme in Plazenta und Nabelschnur, vergroRerte Plazentome, die in ihrer An-
zahl erheblich vermindert sind, und ein reduziertes Gefalisystem (Constant et al.
2006; Miglino et al. 2007).

Plazentaverdnderungen bei Trachtigkeiten aus in vitro-Produktion sind im Vergleich
zum SCNT im Allgemeinen deutlich seltener, manifestieren sich erst in spateren
Trachtigkeitsstadien und sind von geringerem Schweregrad. Es werden v.a. ein ge-
hauftes Auftreten von Hydrallantois, eine Erh6hung des Plazentagewichts und eine
vergroRerte Karunkeloberflache beobachtet. Zum Zeitpunkt der Geburt werden das
gehaufte Auftreten von Formabweichungen der Plazentome sowie eine Rechtsver-
schiebung der Plazentomgrof3e durch das Auftreten von "Giant Placentomes" be-
schrieben (Hill et al. 2001; Bertolini und Anderson 2002).

Seit den ersten Beschreibungen des LOS/AOS wurden zahlreiche Untersuchungen
zu dessen Atiologie und Pathogenese an Blastozysten, Feten und Kalbern durch-
gefuhrt. Die Zahl der Untersuchungen an Plazenten ist dagegen vergleichsweise
gering. Die Pathogenese von Plazentaveranderungen und die Rolle der Plazenta im
Rahmen des LOS/AOS sind daher insgesamt noch weitestgehend unklar.
Insbesondere ist nicht geklart, ob die Veranderungen an der Plazenta und am eigent-
lichen Fetus Ausdruck einer in beiden Kompartimenten gleichermalen angelegten
Stérung von Wachstum und Differenzierung sind oder ob die Plazentaveranderungen
sekundar als Folge von Entwicklungsstérungen des eigentlichen Fetus entstehen
oder die Stérung von Plazentafunktionen zu Beeintrachtigungen des Fetus fuhrt.
Constant et al. (2006) beobachteten bei SCNT-Trachtigkeiten, dass der plazentare
Uberwuchs dem fetalen Uberwuchs vorausgeht und postulierten daher, dass einige
der fetalen Veranderungen wie Herzdilatation, Erweiterung des Nabels und Aszites

Folgen einer plazentaren Dysfunktion sind.
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3. Material und Methoden
Alle Angaben zu den in dieser Arbeit verwendeten Materialien, Reagenzien und
Gerate finden sich, falls im Text nicht erwéhnt, in Kapitel 3.10.

3.1 Erzeugung der Trachtigkeiten mittels in vitro produzierter
Embryonen (IVP) bzw. Embryotransfer nach Superovulation
(Multiple Ovulation Embryo Transfer, MOET) und Proben-
gewinnung

Die tierexperimentellen Arbeiten wurden am Institut fir Tierzucht, Bayerische
Landesanstalt fur Landwirtschaft in Grub unter der Leitung von Herrn Dr. Horst-Dieter
Reichenbach durchgefuhrt. Der Tierversuch war von der zustdndigen Behdrde, ge-
nehmigt worden. Das Tierexperiment wurde von Herrn Prof. Dr. Stefan Hiendleder
(vormals Institut fur molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Genzentrum der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) geplant und die verwendeten Embryonen
in seiner Arbeitsgruppe erzeugt.

Das Probenmaterial der Versuchsgruppen entstammte Trachtigkeiten, welche nach
zwei unterschiedlichen Protokollen der in vitro-Produktion (IVP-1, n=5 bzw. IVP-2;
n=6) erzeugt wurden. Die Eizellen wurden von am Schlachthof gewonnenen Ovarien
aspiriert, die einer Brown-Swiss-Kuh entstammten. Fir die in vitro-Fertilisation nach
Maturation der Eizellen wurden Spermien des Braunvieh-Bullen "Simvitel" (ID
276000916363895) verwendet. Detaillierte Angaben zu den beiden Protokollen, die
zur Erzeugung der IVP-Tréachtigkeiten -1 und -2 zur Anwendung kamen, finden sich
bei Hiendleder et al. (2006). Wesentlicher Unterschied zwischen den Protokollen
IVP-1 und IVP-2 waren Art und Menge des Gonadotropinzusatzes zum
Oozytenmaturationsmedium (IVP-1: 0,01 U/ml bovines FSH + 0,01 U/ml bovines LH;
IVP-2: 0,2 U/ml ovines FSH, kein LH). In vorliegender Arbeit wurde abweichend zu
dem von Hiendleder et al. (2006) beschriebenen Protokoll, nach dem das Embryo-
kulturmedium in der Gruppe IVP-1 5% Estrus Cow Serum, das der Gruppe IVP-2
10% Estrus Cow Serum enthielt, bei beiden IVP-Gruppen 10% Estrus Cow Serum
zum Embryokulturmedium zugesetzt.

Die in vitro-maturierten Embryonen beider Versuchsgruppen (IVP-1 und -2) wurden
am 7. Tag nach der in vitro-Fertilisation (IVF) auf zyklussynchronisierte Empfanger-
tiere der Rasse Deutsches Fleckvieh (DVF) Ubertragen, wobei zur Erhéhung der

Trachtigkeitsraten pro Empfangertier jeweils zwei Embryonen zum Einsatz kamen.
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Als Kontrolle dienten Trachtigkeiten aus konventionellem Embryotransfer (Multiple
Ovulation Embryo Transfer, MOET; n= 5). Dazu waren Brown Swiss-Farsen nach
Superovulation mit Sperma des Braunvieh Bullen "Simvitel" (s.0.) besamt und die
Embryonen am 7. Tag nach der Insemination durch Uterusspilung gewonnen
worden. Es wurden ebenfalls je zwei Embryonen an zyklussynchronisierte Tiere der
Rasse DVF ubertragen.

Die Empfangertiere wurden am 73. Tag nach Embryotransfer geschlachtet, das
fetale Alter ergab sich demnach mit 80 Tagen.

Unmittelbar nach der Schlachtung wurde der Uterus entfernt und innerhalb von 5 min
in das Labor transportiert. Dort wurde er vorsichtig erdffnet und zunéchst die
Allantois- bzw. Amnionflissigkeit absaugt. Diese Proben wurden bis zur weiteren
Analyse bei -20°C gelagert. Nach der Entfernung des Fetus bzw. der Feten erfolgte
die Entnahme der Plazentome. Bei Einlingsgraviditaten erfolgte die Probenentnahme
im mittleren Bereich des fruchttragenden Horns. Bei Zwillingsgraviditaten war aus
versuchstechnischen Grinden eine Zuordnung der einzelnen Plazentome zu den
einzelnen Feten nicht mdglich. Hier wurden die Plazentome aus dem mittleren Be-
reich beider Horner entfernt. Weiterhin war es aufgrund der fragilen Gewebe-
konsistenz nicht moéglich, mit zeitlich vertretbarem Aufwand eine saubere manuelle
Trennung zwischen Karunkeln und Kotyledonen zu erzielen. Daher wurden pro Tier
jeweils drei komplette Plazentome in Form von ca. 0,5x1x1 cm grof3en Wirfeln in
gepufferter Formalin-Losung nach Lillie bzw. in flissigem Stickstoff konserviert.

Zum Auswaschen des neutral gepufferten Formalins wurden die Gewebeproben am
nachsten Tag in 0,1 M Phosphatpuffer (pH-Wert 7,2) tberfihrt und darin fur 5-6 Tage
aufbewahrt. Der Puffer wurde in dieser Zeit mehrfach erneuert. Danach wurden die
Gewebeproben fur je 24 Stunden in 30%igem, 50%igem und zum Schluss in
70%igem Ethanol dehydriert. AnschlieRend wurden sie in Paraffin eingebettet.

Aus diesem Versuch ergaben sich insgesamt drei Gruppen:

1. Gruppe IVP-1
2. Gruppe IVP-2
3. Gruppe MOET (Kontrolle)
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3.2 Ergédnzende Untersuchungen an bereits vorhandenem
Probenmaterial aus anderen Versuchen ?

Erganzend zu den Untersuchungen im Zusammenhang mit der LOS-Thematik
wurden Untersuchungen an Plazentomen durchgefihrt, die von normal graviden
Rindern aus drei unterschiedlichen Graviditatsperioden, sowie direkt nach der Geburt

stammten:

1. 110 - 150 Tage tragende Tiere

2. 220 - 260 Tage tragende Tiere

3. prapartale Tiere; die Probennahme fand zum Zeitpunkt der prépartalen
Luteolyse statt (Progesteron < 1,5 ng)

4. Geburtstiere; die Proben wurden direkt nach der spontan eingetretenen Ge-

burt entnommen

Das gewonnene Probenmaterial war schockgefroren und bei — 80°C aufbewahrt
worden, weiterhin standen paraffineingebettete Gewebeproben nach Fixierung in
Formalin oder Bouin zur Verfugung, siehe bei Schuler et al. 2007. Diese Tiere
bildeten die Gruppe NG (normal gravid).

Bei Untersuchungen zum Wachstumsfaktor und Prolaktinrezeptor wurden des
Weiteren noch Plazentome von 60 bis 70 Tage tragenden Tieren verwendet. Diese
Proben wurden wie oben erwdhnt konserviert und waren von normal graviden Tieren
gewonnen worden.

Die Ableitung der Trachtigkeitsdauer erfolgte mit der Formel nach Keller:

x=4y+1 -1
x = Anzahl der Entwicklungsmonate

y = Scheitel — Steifs — Lange

Auf Tage umgerechnet ergibt sich die Formel:

t=28(/y+1-1)

1) Das Probenmaterial bis zum 260. Graviditatstag war von normal geschlachteten Tieren gewonnen
worden. Die Entnahme zum Zeitpunkt der prapartalen Luteolyse sowie direkt nach der Geburt war
von der zustandigen Behérde genehmigt worden (AZ Regierungsprasidium Giel3en, V54-19¢20-
15(1)G118/14-Nr.41/2007).
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3.3 Hormonanalytische Verfahren

3.3.1 Bestimmung von freien und konjugierten Gesamtéstrogenen
in Amnion- und Allantoisflissigkeit

Die Bestimmung von freien und konjugierten Gesamtostrogenen erfolgte wie bei
Hoffmann et al. (1997) angegeben; abweichend davon wurde jedoch ein Antiserum
verwendet, das annahernd gleich hohe Kreuzreaktionen mit Estradiol-1713 und Estron
aufwies.

Das Messverfahren wurde wie folgt durchgefuhrt:

3.3.1.1 Extraktion und Aufbereitung der Proben

Extraktion der freien Ostrogene:

400 ul Amnion- oder Allantoisflissigkeit wurden im Doppelansatz in 15 ml Wheaton-
Schraubglaser pipettiert und 3 ml Toluol zugegeben. Die Ansatze wurden 15 min im
Rotationsmischer gemischt und anschlie3end zur besseren Trennung von wassriger
und organischer Phase kurz bei 2220 g zentrifugiert. Die untere wassrige Phase
wurde im Trockeneis-Alkohol-Bad bei ca. —60°C gefroren und die organische Phase
in ein Glasrohrchen dekantiert. Dieser Zyklus wiederholte sich insgesamt zweimal.
Die organische Phase wurde im Vortex-Evaporator bei 50°C niedergetrocknet und

der Extrakt der radioimmunologischen Hormonbestimmung zugefihrt.

3.3.1.2 Radioimmunologische Messung

Der Radioimmunotest (RIA) war als Kompetitionstest angesetzt, d. h. radioaktiv
markiertes und nicht markiertes Antigen konkurrieren um Bindungsstellen am Anti-
korper.

Die Trennung von gebundenen und freien Liganden erfolgt durch Adsorption des
freien Liganden an Holzkohle, die Messung der gebundenen Aktivitat (Isotop °H)
erfolgte am Flussigkeitsszintillationszahler ,LS 5000 TD* (Beckmann, Miinchen).

Das verwendete Antiserum war gegen 1,3,5(10)-Estratrien-3,17p-diol-17-

Hemisuccinat-BSA gerichtet.

36



Es wurde in einer Arbeitsverdinnung von 1:80000 eingesetzt und wies, abgeleitet
aus Hoffmann (1977), folgende Kreuzreaktionen auf:

e Estron 100 %

e Estradiol-17a 100 %

e Estradiol-1703 100 %

e Progesteron <0,1%
e Pregnenolon <0,1%
e 170-OH-Progesteron <0,1%
e Cortisol <0,1%
e Corticosteron <0,1%
e Dehydroepiandrosteron <0,1%
e Androstendion <0,1%

Als Tracer wurde 2,4,6,7-*H-Estron mit einer spezifischen Aktivitat von 95 Ci/mmol

(= 3,52 TBg/mmol) verwendet.

Extraktion der konjugierten Ostrogene:

Nach Extraktion der freien Ostrogene wurden die in der wassrigen Phase zuriick-
gebliebenen konjugierten Ostrogene einer enzymatischen Hydrolyse unterzogen.
Dazu wurden jeweils 140 pl Hydrolysepuffer und 50 pl R-Glukuronidase-Arylsulfatase
(Verdinnung der Originalpraparation mit 0,9% NaCl-Losung im Verhaltnis 1:25)
hinzugefligt. Die Zugabe des Hydrolysepuffers bewirkte eine Einstellung des pH-
Wertes auf ca. 4,8. Das Gemisch wurde tber Nacht bei 37°C im Wasserbad inkubiert
und anschlieRend wie oben beschrieben extrahiert und niedergetrocknet. Die nieder-
getrockneten Extrakte wurden ebenfalls nach Rucklésung der radioimmunologischen

Hormonbestimmung zugefuhrt.

3.3.1.3 Qualitatskontrollen

Zur Kontrolle wurde bei jedem Test eine biologische Probe mit bekanntem niedrigem
bzw. bekanntem hohem Ostrogengehalt eingesetzt. Die sich daraus ergebende
Interassayvariabilitat lag bei 13,4 % (niedrige Konzentration) bzw. 11,4 % (hohe

Konzentration).
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3.3.2 Bestimmung von Progesteron in Amnion- und Allantois-
flissigkeit

Die radioimmunologische Bestimmung von Progesteron erfolgte im Prinzip nach dem

von Hoffmann et al. (1977) beschriebenen Verfahren.

3.3.2.1 Extraktion und Aufbereitung der Proben

100 pl Amnion- bzw. Allantoisflissigkeit wurden mit 2 ml Hexan versetzt, wie in
Kapitel 3.3.1.1 beschrieben extrahiert und im Vortex-Evaporator bei 50°C nieder-
getrocknet. Die niedergetrockneten Extrakte wurden in je 0,1 ml BSA-Puffer rick-

geldst und dem Radioimmunoassay zugefihrt.

3.3.2.2 Radioimmunologische Messung

Testansatz sowie Trennung von freiem und gebundenem Liganden und Messung am
Flussigkeitsscintillationszahler waren wie in 3.3.1.2 angegeben.

Das in dieser Arbeit verwendete Antiserum war gegen 1la-OH-Progesteron-

Hemisuccinat-BSA gerichtet und wies folgende Kreuzreaktionen auf:

e Progesteron 100 %

e Pregnenolon 0,69 %
e 170-Hydroxyprogesteron 0,49 %
e Testosteron 0,37 %
e Estradiol-17 <0,01%
e Cortisol <0,01%
e Androstendion <0,01%
e Ostron <0,01 %

Als Tracer wurde 1,2,6,7-°H-Progesteron mit einer spezifischen Aktivitat von 102,1

Ci/mmol (= 3,8 TBg/mmol) verwendet.

3.3.2.3 Qualitatskontrollen

Zur Kontrolle wurde bei jedem Test eine biologische Probe mit bekanntem
Progesterongehalt mitgefihrt.

Die Interassayvariabilitat betrug 13,8 % (niedrige Konzentration) bzw. 9,9 % (hohe

Konzentration).
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3.4 RNA-Isolierung aus Plazentomen

3.4.1 Vorbereitungen

Vor Beginn der Arbeit wurde die Arbeitsflache mit 70%igem Ethanol und RNase-
Away (Molecular Bioproducts, San Diego, USA) gereinigt. Morser, Pistill, Pinzette,
Loffel und 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie wurden auf Eis gestellt und ca. 1 Stunde
gekdhlt.

Die aufzuarbeitenden Gewebeproben wurden aus dem Gefrierschrank (-80°C) ent-
nommen und bis zur Bearbeitung in flissigem Stickstoff gelagert. Wurden mehrere
Proben hintereinander aufgearbeitet, stand zur Zwischenreinigung des Ultraturrax®-
Aufsatzes jeweils pro Probe je ein Reagenzglas mit 4 N NaOH, 70%igem Ethanol
und autoklaviertem Wasser bereit. Zur Vorzerkleinerung der tiefgefrorenen Gewebe-
stiicke wurden diese mit sauberer Aluminiumfolie umwickelt mit einem Hammer auf

einem ebenfalls mit Aluminiumfolie umwickelten Marmorbrettchen zerschlagen.

3.4.2 Durchfiihrung

Das vorzerkleinerte Gewebe wurde in einen mit flissigem Stickstoff gefillten Morser
gegeben und dort mit dem Pistill zu Pulver verarbeitet, wobei verdampfter Stickstoff
standig nachgefillt wurde. Das Gewebepulver wurde danach in ein 2-ml-
ReaktionsgefaR gefilllt, mit 1 ml Trizol®-Reagenz (GibcoBRL, Life Technologies,
Karlsruhe) tiberschichtet und mit dem Ultra-Turrax® T8 (IKA-Werke GmbH, Staufen)
weiter zerkleinert, bis keine groberen Partikel mehr sichtbar waren. Nach jeder mit
dem Ultra-Turrax® bearbeiteten Probe wurde der rotierende Messeraufsatz zuerst in
4 N NaOH, gefolgt von 70%igem Ethanol und zum Schluss in autoklaviertem Wasser
gereinigt.

Im Anschluss an die Homogenisierung des Probenmaterials wurde das ge-
schlossene Reaktionsgefald fur 10 min auf Eis gestellt. Nach 10 min wurden zu dem
Trizol®-Gewebegemisch 200 pl eisgekiihltes Chloroform pipettiert, das Reaktions-
gefalR geschittelt, 5 min auf Eis inkubiert und dann bei 4°C und 20200 g 15 min
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase enthielt die RNA und wurde in ein neues Re-
aktionsgefald abpipettiert. Zur weiteren Aufreinigung der RNA wurden erneut 200 pl
eisgekuhltes Chloroform dazugegeben, die Probe gut geschuttelt, wie oben an-
gegeben abzentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Zur Fallung der darin ent-
haltenen RNA wurde er zu gleichen Volumenanteilen mit Isopropanol versetzt. Es
folgte eine Inkubation der Probe fir 30 min bei -20 °C.
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Anschliel3end wurde die Probe nochmals aufgeschiittelt, bei 4°C und 20200 g 10 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Zum Sediment wurden 500 pl eisgekihltes 70%iges Ethanol zugegeben, die Probe
fur 10 min auf Eis gestellt und dann bei 4°C und 20200 g 10 min zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde wiederholt. Danach wurde das Pellet Uber 10 min bei Raum-
temperatur getrocknet, wonach es zur Resuspension mit 50 pl autoklaviertem
Wasser versetzt, 10 min in ein 70-°C-Wasserbad gestellt und anschliel3end gevortext
wurde. Um die RNase-spezifische Enzymaktivitdt zu unterdriicken, wurde die ge-

wonnene RNA mit 1U/ul RNase-Inhibitor (MBI-Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt.

3.4.3 Messung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration (ng/pl) erfolgte mittels eines UV-
Spektrofotometers (BioPhotometer, Eppendorf® AG, Hamburg). Dazu wurden jeweils
5 ul RNA-Praparation und 95 pl autoklaviertes Wasser in Kunststoff-Einmalkivetten
(Eppendorf Uvette® 220-1600nm, Westbury, USA) pipettiert und die Extinktion bei
260 nm gemessen. Als Leerwert wurde autoklaviertes Wasser verwendet. Die ge-

wonnene unverdinnte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.5 Konventionelle RT-PCR

3.5.1 Anwendungsbereiche
Experimente unter Verwendung der konventionellen RT-PCR wurden zu folgenden
Zwecken durchgefuhrt:

1. Qualitative Bestéatigung der Zielgen-Expression vor der Etablierung einer Real-
Time RT-PCR-Methode in den Fallen, in denen Uber die Expression eines Ziel-
gens in den Rinderplazentomen keine bzw. unsichere Informationen vorlagen.
Die Primer (siehe Abschnitt 3.5.2, Tabelle 6) wurden mithilfe der Programme
Oligo Analyzer 1.0.2 sowie Oligo Explorer 1.1.0. (Teemu Kuulasmaa, University
of Kuopio, Finnland) erstellt.

2. Uberprifung der fur die Real-Time RT-PCR selbst entworfenen Primerpaare auf

ihre Funktionstiichtigkeit vor der Bestellung der zugehoérigen Tagman-Sonden.
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3.5.2 Durchfihrung der RT-PCR
3.5.2.1 DNase-Behandlung

Um eine Amplifikation von eventuell noch in der Probe vorhandener genomischer
DNA und ein daraus resultierendes falsch positives Ergebnis zu vermeiden, wurde
vor jeder RT-PCR die gewonnene RNA einer Behandlung mit DNase unterzogen.

Die Ansatze wurden in 0,25 ml Plastikreaktionsgefaf3en (Biozym Diagnostik GmbH,

Hessisch Oldendorf) auf Eis angesetzt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des DNase-Mix

Komponenten Einfacher Ansatz Stammlésung
(in i)
MnCl, 1 10 mM
10x PCR-Puffer 1 10 x
DNase | 1 10 U/l
RNase-frei
RNase-Inhibitor 0,25 40 U/ul
Gesamtvolumen 3,25

Das hier verwendete MnCl, wurde von Sigma-Aldrich™ Chemie, Deisenhofen be-
zogen. Der 10 x PCR-Puffer (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8,3) entstammte
dem RT-PCR core Kit von Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt.
DNase |, RNase-frei wurde von Roche Molecular Biochemicals, Mannheim und der
RNase-Inhibitor von MBI Fermentas bezogen.

Dem DNase-Mix wurden 6,65 ul RNA-Losung (0,2 pg/pl) zugegeben. Das
Endvolumen betrug 9,90 pl.

Die DNase-Behandlung wurde in einem T1 Thermocycler 48 (Whatman Biometra,

Gottingen) durchgefuhrt und fand unter folgenden Reaktionsbedingungen statt:

10 min bei 37°C
5 min bei 75°C
Abkuhlung auf 4 °C

bis zur Entnahme aus dem Thermocycler: 4°C

A

Die Reverse Transkription (RT) folgte direkt im Anschluss, da nach der DNase-
Behandlung die Stabilitdt der RNA nur fir sehr kurze Zeit gewahrleistet ist.
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3.5.2.2 Reverse Transkription (RT)

Fur die cDNA-Synthese wurde pro Ansatz 1,5 pl DNase behandelte RNA-LOsung
und 8,5 pl RT-Mastermix zugegeben. Alle Pipettierschritte erfolgten auf Eis. Als
Startprimer dienten unspezifisch bindende Primer (Random Hexamers).

Verwendet wurde ein RT-PCR Core Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems, Weiter-
stadt). Die Durchfiihrung erfolgte in Anlehnung an ein vom Hersteller mitgeliefertes
Protokoll.

Tabelle 2: Zusammensetzung des RT-Mastermixes fur die RT

Komponenten Einfacher Ansatz Stammldsung
(in pi)
MgCl, 2 25 mM
10 x PCR-Puffer 1 10 x
dGTP 1 10 mM
dTTP 1 10 mM
dATP 1 10 mM
dCTP 1 10 mM
Random Hexamers 0,5 50 uM
RNase-Inhibitor 0,5 20 U/ul
ReverseTranskriptase 0,5 50 U/ul
Gesamtvolumen 8,5

Die Reverse Transkription wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen in dem T1
Thermocycler 48 durchgefihrt:

1. 8 min bei 21°C
2. 15 min bei 42°C
3. 5 min bei 99°C
4. 5minbei5°C
5

. bis zur Entnahme aus dem Thermocycler: 4°C
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3.5.2.3 Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zuerst wurden die aus der Anzahl der Ansatze errechneten benétigten Mengen an
MgCl,-L6sung, 10x PCR-Puffer und autoklaviertem Wasser zu einem Pramix ver-

einigt (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Zusammensetzung des Pramix

Komponenten Einfacher Ansatz Stammldsung Gebrauchsldsung

(in b (bezogen auf ein

Endvolumen von

40 pul)
MgCl, 2 25 mM 1,25 mM
10 x PCR-Puffer 4 10 x 1x
Autoklaviertes 32,75
Wasser

Gesamtvolumen 38,75

Danach wurde aus dem Pramix, den genspezifischen Primern und der thermo-

stabilen DNA-Polymerase ein Primer-Mix hergestellt (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Zusammensetzung des Primer-Mix
Komponenten Einfacher Ansatz Stammldsung Gebrauchslosung
(in ul) (bezogen auf ein
Endvolumen von
40 ul)
PCR-Pramix 38,75 - -
Primer-Mix* 1 10 pmol/ul 0,25 pmol/ul
Gold-Amplitaq 0,25 5 U/ul 0,125 U/ul

* 1 pl Primer-Mix enthélt Sense- (5°-3") und Antisense-Primer (3°-5") im Verhaltnis 1:1.
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Zum Schluss wurden 40 pl Primer-Mix zu 10 pl cDNA-LGsung aus der reversen
Transkription (siehe Abschnitt 3.5.2.2) zugegeben. Die Reaktionsbedingungen der

konventionellen PCR sind aus der unten stehenden Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen bei der PCR

Programmschritt Temperatur Dauer
Aktivierung Gold 95°C 10 min
Amplitag DNA
Polymerase
Initiale Denaturierung 94°C 1 min
Beginn der Zyklen
Denaturierung 94°C 1 min 35
Anlagerung Primerspezifisch 2 min Wiederholungen
(siehe Tabelle 6)
Verlangerung 72°C 1.30 min
Ende der Zyklen
Finale Verlangerung 72°C 10 min
Bis zur Entnahme 4°C
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3.5.3 Analyse der PCR-Produkte mittels Agarose-
Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese unter Verwendung 2%iger
Agarosegele analysiert. Hierzu wurden 1,82 g Agarose (GibcoBRL, Life Techno-
logies, Karlsruhe) in 91 ml TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst.
Nach kurzem Abkihlen bei Raumtemperatur auf ca. 60°C wurden 1,9 ul 1%ige
Ethidiumbromidlésung (Roth GmbH & Co, Karlsruhe) zugegeben und die Lésung
durch vorsichtiges Schwenken unter Vermeidung von Luftblasenbildung durchmischt.
Das flussige Gel wurde Iuftblasenfrei in ein Geltablett der horizontalen
Gelelektrophoresekammer (Keutz Labortechnik GmbH, Reiskirchen) gegossen und
der 20-z&hnige Kamm zur Bildung der Geltaschen eingesetzt. Nach ca. 30 min bei
Raumtemperatur erstarrte das Gel. Nun wurden die Taschenschablone sowie die
Gummi-Endblocke des Geltabletts entfernt und das Gel in die Elektrophorese-
kammer eingelegt.

Die Proben und Langenmarker (100 bp DNA Ladder) wurden wie folgt angesetzt:

Proben: e 15 ul PCR-Produkt
e 1,5 ul Ladepuffer (6x Loading Dye Solution; MBI Fermentas,
St. Leon-Rot)

100 bp Ladder: 1,0 pl Langenmarker (GeneRuler™, MBI Fermentas, St. Leon-

Rot)

e 1,5 ul Ladepuffer

e 7 ul autoklaviertes Wasser

Das Gemisch wurde in die Geltaschen pipettiert, der Sicherheitsdeckel geschlossen
und die Anschlisse mit dem Stromgeber verbunden. Die ca. 30-minutige Elektro-
phorese erfolgte bei einer Spannung von 125 V und einer Stromstarke von 300 mA
(Power Supply-Gerat; LKB Bromma, Golden, USA). Die Detektion der
elektrophoretisch getrennten Proben erfolgte mittels UV-Licht. Durch die
Interkalierung von Ethidiumbromid in die DNA werden die Amplifikate unter UV-Licht
als Banden sichtbar. Beispielhafte Fotografien von Gelen aus diesen Unter-
suchungen werden im Anhang (Abschnitt 10) dokumentiert. Die Spezifitdt der PCR-
Produkte wurde durch eine Sequenzierung (SRD-Scientific Research and Develop-

ment GmbH, Oberursel) bestatigt.
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3.6 Messung Zielgen-spezifischer mRNA in den Plazentomen
mittels Real-Time RT-PCR (TagMan-Methode)

Die Messung der Genexpression auf mRNA-Ebene in den Plazentomen erfolgte
mittels Real-Time RT-PCR unter Verwendung der TagMan-Methode. Fir einen Tell
der Zielgene konnte auf rinderspezifische Methoden zuriickgegriffen werden, welche
in vorausgegangenen Arbeiten von der eigenen Arbeitsgruppe (ERa: Schuler et al.
2002; ERp: Schuler et al. 2005) etabliert bzw. von anderen Arbeitsgruppen publiziert
worden waren (bPL: Patel et al. 2004). Die tbrigen verwendeten Real-Time RT-PCR-
Methoden mussten im Rahmen der eigenen Arbeiten selbst etabliert werden, wobei
die bendtigten rinderspezifischen Sequenzinformationen fur PRLR, ERR2 und GHR
vorhanden waren, bzw. fur ErbB3 parallel zu den laufenden Arbeiten abgeleitet

wurden (s. Ful3note Tabelle 6).

3.6.1 Grundprinzip der Real-Time RT-PCR (TagMan-Methode)

Mit der Real-Time RT-PCR lasst sich das Expressionsniveau eines Zielgens auf
MRNA-Ebene quantitativ bestimmen. Das Prinzip beruht auf dem proportionalen An-
stieg der Fluoreszenz zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes.
Die Fluoreszenz entsteht beim angewendeten Verfahren durch eine spezielle
TagMan-Sonde, die neben dem bendétigten Primerpaar eingesetzt wird. Es handelt
sich hierbei um ein zwischen den Primern bindendes Oligonukleotid, das in der
Regel 20 bis 30 Basenpaare lang ist und dessen Sequenz speziell fir das zu unter-
suchende Amplikon ausgewahlt wurde. Die verwendeten TagMan-Sonden waren am
5-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluoreszein (6-FAM) markiert, der
als Reporter dient. Am 3’-Ende befand sich der Quencher (to quench = I6schen)
Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA), eine Fluoreszenz-ldschende Verbindung. Bei
der PCR verlangert die Tag-Polymerase die komplementére Sequenz der im PCR-
Ansatz vorhandenen Ziel-cDNA. Dabei trifft sie auf die spezifisch gebundene Sonde.
Diese wird von der Tag-Polymerase durch ihre 5°-3"-Nuklease-Aktivitat abgebaut.
Hierbei kommt es zur Trennung von Reporter und Quencher. Da der Quencher in
intaktem Sondenzustand standig die Fluoreszenz des Reporters unterdrickt, kommt
es erst nach der Trennung zu einem Fluoreszenzsignal (siehe Abb. 3), welches von
der Messeinrichtung des Light Cyclers begleitend zur ablaufenden PCR erfasst wird.

Die Auswertung des Fluoreszenzsignals ist in Abschnitt 3.6.3 beschrieben.
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DNA-Matrize
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung des TagMan-Prinzips:

Durch den Abbau der Sonde durch die Tag-Polymerase kommt es
zur Trennung des Quencher-Molekils (Q) und der Reporter-
Fluoreszens (F). Dies fuhrt zu einem messbaren Fluoreszenzsignal

und zeigt die Zielstrangsynthese in der PCR an (modifiziert na
Eurogentec, Seraing/Belgien).

ch
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3.6.2 Durchfihrung der Real-Time RT-PCR

Wie in der konventionellen RT-PCR muss zunachst die mRNA in ein geeignetes
Template (cDNA) mittels Reverse Transkriptase (RT) umgeschrieben werden. Dies
erfolgte wie in Kapitel 3.5.2.1 und 3.5.2.2 beschrieben. Der Reaktionsansatz fir die
Real-Time RT-PCR, angesetzt in einem 2-ml-Reaktionsgefal3, setzte sich wie in

Tabelle 7 beschrieben zusammen.

Tabelle 7: Reaktionsansatz fir die Real-Time PCR

Komponenten Einfacher Ansatz (pl) Stammldsung
gPCR Master Mix 12,5 2X
Sense-Primer 1,5 5 uM
Antisense-Primer 15 5 uM
TagMan-Sonde 1,0 5 uM
Autoklaviertes Wasser 3,5
Gesamtvolumen 20

Zu 20 ul Reaktionsansatz wurden je 5 pl cDNA aus dem RT-Ansatz dazugegeben.
Jede Probe wurde im Doppelansatz angesetzt. Als gPCR Master Mix wurde der
TagMan® gPCR Master Mix eingesetzt (Eurogentec, Seraing/Belgien). Die selbst
entworfenen Primer und Sonden fur ERR2, ErbB3, PRLR (kurze bzw. beide Iso-
formen) und GHR, welche in Tabelle 8 dargestellt sind, wurden mithilfe der Primer
Express Software (Version 2.0, Applied Biosystems, Foster City, CA) ausgewahilt.
Die verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg und die

TagMan-Sonden von der Firma Eurogentec, Seraing/Belgien hergestellt.
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Die Durchfiihrung der Real-Time PCR erfolgte mittels des Lightcyclers ,ABI PRISM™
5700 Sequence Detection System® (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Ver-
wendung von 96-well Thermo-Fast® Detection Plates (ABgene, Hamburg).

Die Amplifikation fand unter folgenden Bedingungen statt:

Tabelle 9: Bedingungen der Real-Time PCR

Programmschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15 sek
Annealing und Verlangerung 60°C 1 min 40 Wiederholungen

Alle Probenansatze erfolgten im Doppelansatz.

3.6.3 Auswertung der Real-Time RT-PCR

Das verwendete AACT-Verfahren normalisiert zundchst die Zielgen-mRNA-
Konzentration relativ zur Expression eines Referenzgens. Das Referenzgen wird
auch ,Housekeeping Gene* genannt und sollte ein ubiquitar vorkommendes, in den
untersuchten Zellen bzw. im untersuchten Gewebe maoglichst konstant exprimiertes
Gen sein. In den eigenen Arbeiten wurde Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzgen verwendet. Die Ergebnisse werden dann
relativ zur Expression eines Kalibrators dargestellt (relative Genexpression, RGE).
Als Kalibrator wird die Probe verwendet, welche die niedrigste Zielgenexpression
aufweist.

Die Berechnung der RGE aus den Rohdaten wird wie folgt durchgefihrt:

Die Messeinrichtung des fur die Real-Time RT-PCR verwendeten Lightcyclers er-
fasst begleitend zur PCR die Fluoreszenz in den Reaktionsansatzen und bestimmt
aus deren Verlauf den Fluoreszenzschwellenwert, den Threshold Cycle oder C+-
Wert. Da die eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe eine gewisse Grundfluoreszenz
aufweisen, handelt es sich beim Ci-Wert um den PCR-Zyklus, in dem das
Fluoreszenzsignal die Grundfluoreszenz signifikant Uberschreitet. Er stellt somit den
Zeitpunkt dar, ab dem die Amplifikation und die damit verbundene Bildung von
Doppelstrang-cDNA exponentiell sind. Der C+-Wert ist umgekehrt proportional zum
Logarithmus der in die Reaktion eingebrachten cDNA-Kopienzahl des ent-
sprechenden Gens, d. h. je mehr cDNA-Template vorhanden ist, desto weniger

Zyklen sind erforderlich, um die Grundfluoreszenz zu tUberschreiten.
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Die Bestimmung der relativen Genexpression ergibt sich aus drei aufeinander auf-

bauenden Berechnungen:

1. Berechnung von ACt zieigen:

ACrt_zieigen = Cr-zielgen — C1-GAPDH

Diese Formel berechnet den Unterschied an Tresholdzyklen zwischen dem Ziel-
gen und dem Referenzgen. Dabei wird auf das Housekeeping Gene (GAPDH)
normalisiert. Von allen C+-Wert-Doppelbestimmungen wird vorher der Mittelwert

berechnet.

2. Berechnung von AACT:

AACt = ACt_zielgen - ACTKalibrator

Die Darstellung der relativen Genexpression erfolgt in Beziehung zu einem
Kalibrator. Als Kalibrator dient die Probe mit der niedrigsten Expression des Ziel-
gens, das bedeutet die Probe mit dem hochsten ACt-Wert. Dieser Wert AC 1.

Kalibrator) Wird nun von den AC+-Werten samtlicher Proben subtrahiert.

3. Berechnung RGE:

Durch den nun ermitteltedAC 1 kann schlieBlich die relative Genexpression
(RGE) berechnet werden:

RGE = 2(44¢D

Mit der RGE wird die n-fache Uberexpression eines Genes im Vergleich zu der
Probe mit der geringsten Expression angegeben (Kalibrator). Da d&'AC 1 des

Kalibrators 0 ist, ergibt sich fur ihn ein RGE-Wert von 1.
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3.7 Immunhistologische Untersuchungen
Vorbemerkung:

Die Erfassung der Zellproliferation und der Apoptose beschréankte sich auf Proben
aus dem Versuch zur Erzeugung von Feten mit Large Offspring Syndrome (siehe
Kapitel 3.1), wahrend fur den Nachweis des Wachstumshormonrezeptors auch auf

das in Kapitel 3.2 beschriebene Probenmaterial zurtickgegriffen wurde.

3.7.1 Erfassung der Zellproliferation in den Plazentomen durch die
iImmunhistochemische Darstellung des Ki67-Antigens

Die immunhistochemische Darstellung des Proliferationsmarkers Ki67 erfolgte an ca.
4 pm dicken Schnitten [Mikrotom Leica RM 2125 RT; Leica DB 80L Einmalmesser
(Leica Instruments GmbH, Nussloch)], welche auf Adhasionsobjekttrager
SuperFrost®Plus (Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braun-
schweig) gezogen wurden. Die Schnitte wurden 2 x 4 min in Xylol entparaffiniert und
anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe fir je 2 x 2 min in absolutem,
95%igem und 70%igem Ethanol rehydriert. Danach wurden die Pr&parate zunachst
5 min unter flieBendem Leitungswasser gespult und im Anschluss daran 5 min in
10 mM Citratpuffer pH 6,0 gewaschen. Zur Epitop-Demaskierung wurden die
Schnitte 3 x 5 min in einer Mikrowelle bei 560 Watt in vorgeheiztem Citratpuffer
inkubiert und danach 20 min bei Raumtemperatur gekihlt. AnschlieRend wurden die
Schnitte 5 min unter flieBRendem Leitungswasser gewaschen. Zur Inaktivierung der
endogenen Peroxidase wurden sie 30 min in 0,3%igem Wasserstoffperoxid in
Methanol inkubiert und danach in einer 5-minttigen Inkubation in ICC-Puffer ge-
waschen. Die Objekttrager wurden danach aus der Kivette entnommen, auf einem
Papierhandtuch abgeklopft, mittels fusselfreier Papiertiicher (Kimwipes, Ladd
Industries, Williston) getrocknet und die Gewebeschnitte mit einem PAP-Pen (G.
Kisker-Biotech, Schweinfurt) umfahren. Zum Blocken unspezifischer Protein-
bindungsstellen wurden die Schnitte mit 10%igem inaktivierten Pferdeserum
(57°C/20 min) Uberschichtet. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer flr
20 min bei Raumtemperatur. Danach wurde die Blockierungslésung abgesaugt und
der spezifische Primarantikdrper (MIB-1, DakoCytomation, Glostrup, Dé&nemark),
1:200 verdinnt in ICC-Puffer, auf die Gewebeschnitte pipettiert. In den Negativ-
kontrollen wurde der Primarantikbrper durch einen gleichermalR3en verdinnten un-

spezifischen Maus-Isotypen-Kontrollantikbrper 1gG1l ersetzt. Als Positivkontrolle

54



diente Darmgewebe. Die Inkubation erfolgte tber Nacht (ca. 20 Stunden) bei 4°C in
einer feuchten Kammer. Danach wurden die Schnitte 5 min in ICC-Puffer ge-
waschen, die Objekttrager aus dem Puffer entnommen, abgeklopft und abgetrocknet.
Es folgte das Auftragen des Sekundarantikorpers (biotinyliertes Pferd-anti-Maus 1gG,
BA-2000; Vector Laboratories, Burlingame, USA) in einer Verdinnung von 1:200 in
ICC-Puffer. Nach Ablauf der 30-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer wurden die Objekttrager 5 min in ICC-Puffer gewaschen, ab-
geklopft, die Schnitte getrocknet und mit Avidin-Biotin-Komplex (aus VECTASTAIN®
PK-6101 Rabbit 1gG Elite ABC Kit) inkubiert. Der Avidin-Biotin-Komplex war zuvor
nach Herstellerangaben in ICC-Puffer angesetzt und bei Raumtemperatur
mindestens 30 min vorinkubiert worden. Die Inkubationsdauer bei Raumtemperatur
in einer feuchten Kammer betrug 30 min. AnschlieRend wurden die Schnitte fiir 5 min
in 1CC-Puffer gewaschen, abgeklopft, mit der Substratiésung (Nova-RED, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) Uberschichtet und dann fir 3 min zur Entwicklung
des Signals in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ab-
schluss der Substratinkubation wurden die Schnitte unter flieRendem Leitungswasser
gewaschen, zur Gegenfarbung fur 2 sec in Hamatoxilin-Losung getaucht und noch-
mals fir 5 min unter flieBendem Wasser gespult. Zum Schluss wurden die Praparate
in einer aufsteigenden Alkoholreihe bestehend aus 95%igem und absolutem Ethanol
fur je 2 x 2 min sowie in Xylol fur 2 x 3 min dehydriert und mittels Histokit (Assistent,
Osterode) eingedeckelt.

Aus jeder Trachtigkeit wurden zwei Schnitte eines Plazentoms in die Auswertung
einbezogen. Fir jeden der folgenden vier Zelltypen wurden pro Schnitt 1000 Zellen

beurteilt und als positiv oder negativ klassifiziert:

e Trophoblast
e Stroma der Chorionzotten
e Karunkelepithel

e Karunkelstroma

Berechnet wurde der prozentuale Anteil Ki67-Antigen-positiver Zellen und der sich

aus der Bewertung der beiden Schnitten eines Plazentoms ergebende Mittelwert.
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3.7.2 Erfassung der Apoptose in den Plazentomen durch die
immunhistochemische Darstellung der aktivierten Caspase 3

Die immunhistochemische Darstellung der aktivierten Caspase 3 erfolgte nach dem
in Abschnitt 3.7.1 beschriebenen Verfahren. Als Primarantikérper wurde ein mono-
klonaler Kaninchen-Antikorper gegen die menschliche aktivierte Caspase 3 (C92-
605, BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg) in einer Verdinnung von 1:50 in ICC-
Puffer verwendet. Blockierungsserum, biotinylierter Sekundarantikérper und Avidin-
Biotin-System entstammten dem VECTASTAIN® PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit
(Vector Laboratories, Burlingame, USA). In den Negativkontrollen wurde der spezi-
fische Primarantikorper durch verdinntes inaktiviertes Serum (57°C/20 min) eines
nicht immunisierten Kaninchens ersetzt. Als Positivkontrolle wurde Lymphgewebe
verwendet.

Die Auswertung der Farbereaktion erfolgte lichtmikroskopisch bei 200-facher Ver-
groerung. Von jedem Tier kamen je zwei Schnitte zur Auswertung. Pro Schnitt
wurden zehn Gesichtsfelder durchmustert und die positiven Farbreaktionen gezahlt.
Anhaufungen Kkleinerer positiver Zelltrimmer, die offensichtlich dem apoptotischen
Zerfall einer Zelle entsprangen, wurden als ein apoptotisches Ereignis gewertet.
Abschliel3end wurde aus den jeweils in den beiden Schnitten eines Plazentoms er-

mittelten apoptotischen Ereignissen der Mittelwert gebildet.

3.7.3 Immunhistochemischer Nachweis des Wachstumshormon-
Rezeptors (GHR)

Der immunhistochemische Nachweis des GHR erfolgte in Anlehnung an die von
Kdlle et al. (1997) publizierte Methode. Die Untersuchungen zur GHR-Expression im
Zusammenhang mit dem Large-Offspring-Syndrom wurden an formalinfixiertem Ge-
webe und zur Charakterisierung der GHR-Expression in Rinderplazentomen im Ver-
lauf der normalen Graviditat an Bouin-fixiertem Gewebe durchgefihrt. Zum Ent-
paraffinieren wurden die ca. 4 um dicken Schnitte 3 x 10 min in Xylol inkubiert. Es
folgte die Rehydrierung der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe. Die
Inkubation dauerte in absolutem Ethanol 2 x 5 min, in 90%-, 80%- und 70%igem
jeweils 5 min. Danach wurden die Schnitte 5 min in destilliertem Wasser gewaschen.
Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte 30 min in

0,3%igem Wasserstoffperoxid in eiskaltem Methanol inkubiert und anschlie3end
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3 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen. Eine Permeabilisierung der Praparate erfolgte
fur 5 min in 70 ml PBS-Puffer, der mit 1 g BSA und 21 pl Triton versetzt war. Die
Objekttrager wurden danach aus der Kivette entnommen, wie in Kapitel 3.7.1 be-
schrieben abgeklopft, getrocknet und mit dem PAP-Pen (G. Kisker-Biotech,
Schweinfurt) umfahren. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Schnitte mit 10%igem Ziegenserum (aus VECTASTAIN® PK-6101 Rabbit IgG Elite
ABC Kit) in einer Verdinnung von 1:20 Uberschichtet und dann 20 min in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Blockierungs-
l6sung abgesaugt. Der Primarantikérper mAB 263, welcher gegen ein Spezies uber-
greifend konserviertes Epitop des GHR gerichtet war (Barnard et al. 1985), wurde in
einer Verdinnung von 1:400 in PBS-Puffer aufgetragen. Die Inkubation erfolgte in
einer feuchten Kammer bei 4°C fur mindestens 20 h. Es folgte eine Waschung der
Schnitte fir 3 x 5 min in PBS-Puffer. Die Schnitte wurden danach abgeklopft, ge-
trocknet und mit einem polyklonalen biotinylierten Ziege-anti-Maus-lg Sekundaranti-
korper (E0433, DakoCytomation, Glostrup/Danemark) in einer Verdinnung 1:250 in
PBS Uberschichtet und fur 45 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Die Schnitte wurden danach erneut 3 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen,
abgeklopft, abgetrocknet und mit einem Avidin-Biotin-Komplex (aus VECTASTAIN®
PK-6101 Rabbit IgG Elite ABC Kit) inkubiert. Der Avidin-Biotin-Komplex war zuvor
nach Herstellerangaben in PBS-Puffer angesetzt und bei Raumtemperatur
mindestens 30 min vorinkubiert worden. Die Inkubationsdauer bei Raumtemperatur
in einer feuchten Kammer betrug 45 min. Die Praparate wurden anschliel3end 3 x 5
min in PBS-Puffer gewaschen. Die Signalentwicklung erfolgte mittels eines Per-
oxidase-Substrats (AEC-Kit, BIOLOGO, Dr. H. Schulthei3 e.K., Kronshagen). Die
Entwicklungsdauer betrug 5 min. Danach wurden die Schnitte 5 min unter
flieBendem Leitungswasser gewaschen, kurz mit Hamatoxilin-Losung gegengefarbt,
erneut 5 min unter flieBendem Wasser gewaschen und zum Schluss mit Kaisers
Glyzerin-Gelatine (Merck KGaA, Darmstadt) eingedeckelt. Die Auswertung der Ge-

webeschnitte erfolgte deskriptiv.
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3.8 Quantitative Erfassung verschiedener Trophoblastzelltypen
nach Lektin-Histochemie

3.8.1 Farbeprotokoll

Der lektinhistochemische Nachweis glykoprotein-haltiger Granula in den sich
differenzierenden und reifen Trophoblastriesenzellen wurde in Anlehnung an das von
Klisch und Leiser (2003) beschriebene Verfahren an formalinfixierten Gewebeproben
durchgeftihrt. Die Schnittdicke betrug 4 um. Zum Entparaffinieren wurden die
Schnitte 2 x 4 min in Xylol inkubiert. Anschliel3end folgte die Rehydrierung der
Schnitte in absolutem, 95%igem und 70%igem Ethanol fir je 2 x 2 min. Danach
wurden die Praparate 5 min unter flieBendem Wasser gespilt und in ICC-Puffer fur
5 min gewaschen. Die Objekttrager wurden dann auf einem Papierhandtuch ab-
geklopft, mittels fusselfreier Papiertticher (Kimwipes, Ladd Industries, Williston) ge-
trocknet und die Gewebeschnitte mit einem PAP-Pen (G. Kisker-Biotech,
Schweinfurt) umfahren. Anschlieend wurde biotinyliertes Lektin aus Dolichos
Biflorus (Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf) in einer Verdinnung von 1:200
in ICC-Puffer aufgetragen und die Schnitte bei Raumtemperatur fur 45 min inkubiert.
Danach wurden sie erneut fir 5 min in ICC-Puffer gewaschen, abgeklopft, getrocknet
und mit dem Avidin-Biotin-Komplex Komplex (aus VECTASTAIN® PK-6101 Rabbit
IgG Elite ABC Kit) Uberschichtet. Das Ansetzen des Avidin-Biotin-Komplexes erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Die Inkubationszeit in einer feuchten Kammer betrug
30 min. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnitte erneut in ICC-Puffer
gewaschen, abgeklopft, getrocknet und mit der nach Herstellerangaben vorbereiteten
Substratlésung (Nova-RED®, Vector Laboratories, Burlingame, USA) iberschichtet.
Die 3-minitige Entwicklung der Signale fand in einer feuchten Kammer bei Raum-
temperatur statt. Die Schnitte wurden danach unter flielRendem Wasser gewaschen,
zur Gegenfarbung fur 2 sec in Hamatoxilin-Losung getaucht und nochmals fir 5 min
unter flieBendem Wasser gespult. Zum Schluss wurden die Praparate in einer auf-
steigenden Alkoholreihe bestehend aus 95%igem und absolutem Ethanol fur je 2 x 2
min, sowie in Xylol fir 2 x 3 min dehydriert und mittels Histokit (Assistent, Osterode)

eingedeckelt.
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3.8.2 Auswertung der lektingefarbten Gewebeschnitte

Die Auswertung der Farbereaktion erfolgte lichtmikroskopisch bei 400-facher Ver-
groBerung. Von jedem Tier kamen jeweils zwei Schnitte, die von einem Paraffinblock
stammten, zur Auswertung. Anhand ihrer Morphologie sowie der Menge und Farbe-
intensitat zytoplasmatischer Granula wurden pro Schnitt 1000 Trophoblastzellen

folgenden Kategorien zugeordnet (s. Abb. 5 in Abschnitt 4.1.3):

1. reife (mature) Trophoblastriesenzellen (MTGC): grofRe Trophoblastzellen mit

einem oder zwei groRen Kernen in der Schnittebene; Zytoplasma (fast) voll-

standig mit intensiv gefarbten, sich tUberlagernden Granula gefllt

2. unreife (immature) TGC (iTGC): Trophoblastzellen variabler Zell- bzw. Kerngrél3e

mit einem oder zwei Kernen in der Schnittebene; einzeln liegende, schwach bis

malig gefarbte Granula fullen meist nur einen Teil des Zytoplasmas aus

3. einkernige Trophoblastzellen (Uninucleated Trophoblast Cells, UTC): = kleinere,

variabel geformte einkernige Trophoblastzellen mit ,normal® groRem Zellkern
ohne angefarbte Granula

AbschlieRend wurde aus den beiden untersuchten Schnitten eines Plazentoms fir
die 0.g. Trophoblastzell-Kategorien die Mittelwerte gebildet und die prozentualen An-

teile bezogen auf die Gesamtzahl der Trophoblastzellen errechnet.
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3.9 Statistische Auswertungen

Die statistischen Berechnungen wurden von der Arbeitsgruppe Biomathematik und
Datenverarbeitung, Fachbereich Veterinarmedizin Justus-Liebig-Universitat Giel3en,
unter Beratung von Herrn Dr. K. Failing durchgefuhrt.

Die am Institut fur Tierzucht, Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft in Grub
erhobenen Daten bezlglich der erzeugten Feten wurden freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. Hiendleder fur statistische Berechnungen im Zusammenhang mit den
hier erhobenen Daten zur Verfligung gestellit.

Zur Prifung auf einen Einfluss der Versuchsgruppe, des fetalen Geschlechts und der
Fetenzahl (Einlings- bzw. Zwillingsgraviditat) auf die fetale Scheitel-Stei3-Lange
(SSL), auf den maximalen Brustumfang (BUnax), das fetale Gewicht sowie auf den
Quotienten BUnma/SSL wurde eine dreifaktorielle Varianzanalyse ohne Wechsel-
wirkungen durchgefiihrt (Software BMDP2V).

Die Daten aus der Real-Time RT-PCR (mRNA-Konzentrationen in den
Plazentomen), der Hormonkonzentrationen und der Immunhistochemie wurden zur
Prufung auf einen Einfluss der Versuchsgruppe einfaktoriellen Varianzanalysen
unterzogen (BMDP2V).

Beim Auftreten von Signifikanzen (p<0,05) wurden paarweise Gruppenvergleiche
mittels des Tukey-Tests durchgefuhrt (BMDP7D). Ohne Berticksichtigung der Ver-
suchsgruppe wurden weiterhin Korrelationsanalysen auf einen Zusammenhang
zwischen den Hormonkonzentrationen in den Fruchtwassern, der Verteilung der
Trophoblastzelltypen, der Zelldynamik und der Genexpression mit den Parametern
zu GroRRe (SSL, BUmax), Gestalt (BUna/SSL) und Gewicht der Feten durchgefiihrt.
Beim Auftreten signifikanter Korrelationen wurden Regressionskoeffizient und —
gerade berechnet (BMDPG6D).

Bei einem Teil der Parameter wiesen die entsprechenden Daten eine rechtsschiefe
Verteilung auf. In diesen Fallen wurden die Daten vor der statistischen Bearbeitung

logarithmiert und die Ergebnisdarstellung erfolgte als geometrischer Mittelwert (Yg)
x Streufaktor (SF)*:. Bei normal verteilten Daten wurden die statistischen Be-

arbeitungen ohne vorherige Transformation durchgefiihrt und die Ergebnisse als

arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung ( X +SD) dargestellt.
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3.10 Alphabetische Liste der verwendeten Puffer, L6sungen,
Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

3.10.1 Puffer und Lésungen

Bouinsche LAsung

gesattigte wassrige Pikrinsaurelésung 750 ml
Formol (ca. 35 %-ig) 250 ml
Eisessig 50 ml

unmittelbar vor Gebrauch ansetzen

10 mM Citratpuffer fir die Mikrowellenbehandlung der Gewebeschnitte (pH 6,0)

Stammldsung A: 0,1 M Zitronensaure:
CeHsO7 x H,O 21 g
Aqua bidest. ad 1000 ml

Stammldsung B: 0,1 M Tri-Natriumcitrat:
CeHs07Nasz x 2H,0 29,41 g
Aqua bidest. ad 1000 ml

Gebrauchslésunag:

Stammldésung A 9 ml
Stammldsung B 41 ml
Aqua bidest. 450 ml

Ethanol (Alkohol)-Reihe fiir die Entparaffinierung von Gewebeschnitten

% Ethanol 95 90 80 70
Ethanol reinst (100%) 95 ml 90 ml 80 ml 70 ml
Agua dest. 5ml 10 ml 20 ml 30 ml
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Formaldehyd 4%iqg, gepuffert, pH 7.0 fiir die Gewebefixierung (Formol nach
Lillie)

Formol (ca. 40%ige wassrige Formaldehyd-Lésung) 500 ml
NaH,PO, x H,O 209

Na,HPO, 32,5¢g
Aqua bidest. ad 5000 ml

H->O,-Losung 0,3 %iqg zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase

Aqua bidest. ad 200 ml

ICC-Puffer (pH 7.,45) fiir die Immunhistologie

Na,HPO, 1,29
KH,PO, 0,29
KCI 02g
NaCl 8,049
Aqua bidest. ad 1000 ml

Nach der pH-Kontrolle Zugabe von 3 ml Triton X-100.

Kohlesuspension fir die Trennung von freien und antikdOrpergebundenen

Steroiden im Radioimmunoassay

Holzkohle (Norit A) 25¢g
Dextran 60 0,259
Aqua dest. ad 500 ml

PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,2 fir die Immunhistochemie

10 x Stammldsung:

NacCl 82¢
Na,HPO4 x 2H,0 22 g
KH,PO, 559
Aqua bidest. ad 1000 ml
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PBS-Gebrauchslésung (1x PBS)
10 x PBS 100 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 fur die Aufbewahrung von Gewebeproben nach

Formalin-Fixierung

LOsung 1:
NaH,PO,4 13,89
Aqua bidest. ad 1000 ml
LGsung 2:
NazHPO4 X 2H20 17,8 g
Aqua bidest. ad 1000 ml

Gebrauchslésung:

Ldsung 1 28,3 ml
Ldsung 2 71,7 mi

10x Tris-Borsaure-EDTA-Puffer pH 8,8 (10x TBE-Puffer) fir die Agarose-

Gelelektrophorese

Tris-Base 108 g
Borsaure 55¢
0,5 M EDTA pH 8,8 40 ml
Aqua bidest ad 1000 ml

Gebrauchslésung: 1 x TBE-Puffer
10 x TBE-Puffer 100 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml
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3.10.2 Reagenzien

ABC-Komplex: VECTASTAIN® Elite ABC-Kit, PK-6101, Rabbit IgG, (Vector La-
boratories, Burlingame, USA)

Agarose Multi-Purpose (Roche Applied Science, Mannheim)

Arylsulfatase aus Helix pomatia 5 U/mg (Boehringer Mannheim GmbH)

BA2000; Horse anti mouse IgG biotinylated antibody (Vector Laboratories, Bur-
lingame, USA)

Borsaure, Pufferan® (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)

Bovines Serum Albumin (Sigma, Deisenhofen)

Chloroform (Roth GmbH & Co., Karlsruhe)

Dextran 60 (Serva, Heidelberg)

Di-Natriumhydrogenphosphat reinst (Merck KGaA, Darmstadt)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Merck KGaA, Darmstadt)

100bp DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

DNase 1, RNase-free, 10 U/ul (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Eisessig 100% wasserfrei (Merck KGaA, Darmstadt)

Essigsaure 1 N (Merck KGaA, Darmstadt)

2,4,6,7-*H-Estron, spezifische Aktivitat: 3,52 TBg/mmol (Amersham Biosciences,
UK)

Ethanol 99,6%, DAB 10 (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)
Ethidiumbromidlésung 1% (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)
Ethylendiamin-Tetraessigsaure-Dinatriumsalz-Dihydrat (Carl Roth GmbH + Co.,
Karlsruhe)

Formaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt)

Gene Amp Gold RNA PCR Core Kit® (Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt)

B-Glucuronidase 5,3 U/ml (Serva, Heidelberg)

Hamatoxilin (Merck KGaA, Darmstadt)

Hexan (Merck KGaA, Darmstadt)

Histokit (Assistent, Osterode)

Holzkohle Norit A, Partikelgro3e 4-7 um (Serva, Heidelberg)

Isopropanol (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)

Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck KGaA, Darmstadt)
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Kaliumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt)

Kaliumphosphat monobasisch (Fluka, Neu-UIm)

Kaliumhydrogenphosphat (Fluka Chemie GmbH, Buchs)

6x Loading Dye (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Magnesiumchlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Methanol (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumazid (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumchlorid (Fluka, Neu-UIm)

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Merck KGaA, Darmstadt)
Natriumhydroxid (Merck KGaA, Darmstadt)

Peroxidase Kit: Vector® Nova-Red (Linearis Biologische Produkte GmbH, Wert-
heim)

Peroxidase-Substrat AEC-Kit (BIOLOGO, Dr. Hartmut Schulthei3 e.K., Krons-
hagen)

1,2,6,7-*H-Progesteron, spezifische Aktivitat: 3,8 TBg/mmol (Perkin Elmer Life
and Analytical Science, Boston/USA)

RNase-Away (Molecular Bioproducts, San Diego, USA)

RNase-Inhibitor, 40 U/ul (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Szintillationsflissigkeit Aquasafe 300 Plus (Zinnser Analytik GmbH,
Frankfurt/Main)

Toluol (Merck KGaA, Darmstadt)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck KGaA, Darmstadt)

TRIS: Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan (Fluka, Neu-UIm)

Triton 100 (Serva, Heidelberg)

Trizol® (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe)

Wasserstoffperoxid, 30 %-ig (Merck KGaA, Darmstadt)
Zitronensaure-Monohydrat (Merck KGaA, Darmstadt)
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3.10.3 Verbrauchsmaterialien

Einweg-Reaktionsglaser 75x11,5 mm (Sarstedt AG + Co, Nimbrecht)
Handschuhe UniGloves® (MAGV Laborbedarf + Laborgerate, Rabenau-Londorf)
Papierticher Kimwipes (Ladd Industries, Williston)

PAP-Pen (G. Kisker—Biotech, Steinfurt)

PCR-Tubes 0,5 ml, ultradiinn, RNase-/DNase-Pyrogenfrei (Biozym Diagnostik
GmbH, Hessisch Oldendorf)

Reaktionsgefalie 2 ml (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf)
Schraubverschlisse fur Wheaton-Extraktionsglaser (Zinsser Analytik, GmbH,
Frankfurt)

Thermo-Fast® Detection Plate (ABgene, Hamburg)

Uvette® (Eppendorf AG, Hamburg)

Wheaton—Extraktionsglaser 15 ml (Wheaton Scientific, New Jersey/USA), be-
zogen Uber Zinsser Analytik GmbH, Frankfurt)

Zahlflaschchen 6 ml fur die Flissig-Szintillation aus Polyathylen ,Minis 2000 (Fa.
Zinnser Analytik GmbH, Frankfurt)

3.10.4 Gerate

Diluter-Dispenser ,Multilutor DIG" (Fa. Rudolf Brand GmbH + Co KG, Wertheim)
Einbettungsautomat (Microm Laborgerate GmbH, Heidelberg)

Eppendorf Biophotometer (Eppendorf AG, Hamburg)
Flachgel-Elektrophoresekammer Midi 100 x 150 mm, GielRkammer und Kamm
(Keutz Labortechnik GmbH, Reiskirchen)

Laborwasseraufbereitungsanlagen: Aqua demineralisata Seral-Anlage mit an-
geschlossener Millipore-Reinigungsanlage ,Milli Q“, Water Purification System,
Typ MQ 4-fach UF (Millipore GmbH, Eschborn)

Magnetrihrer MR 2002 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Kelheim)
ParaffinausgieRstation ,Histoembedder EG 1160" (Leica Instruments GmbH,
Nussloch)

pH-Meter (MAGV Laborbedarf + Laborgerate, Rabenau-Londorf)

Schittler Heidolph Polymax 1040 (MAGV Laborbedarf + Laborgerate, Rabenau-
Londorf)
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Schittelautomat-Rotationsmischer (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Kel-
heim)

Ultra-Turrax® T-8 mit Dispergierwerkzeug S8 N-5g (IKA-Werke GmbH, Staufen)
UV-Lampe UVGL-25 (UVP, San Gabriel, USA)

UV-Transluminator mit Bildbearbeitungssoftware Phoretix Grabber 3.01 (Biostep
GmbH, Jahnsdorf)

Vakuumpumpe KNF Neuber, Typ 035.1.2 AN. 18 (KNF Neuberger, Freiburg)
Vortexer Heidolph REAX control (MAGV Laborbedarf + Laborgerate, Rabenau-
Londorf)

Vortex-Evaporator (Fa. Haake Buchler GmbH, Karlsruhe)

Waagen ,Mettler AE160" und ,Mettler PJ 300" F.Nr.33650 (Mettler Toledo,
Giel3en)

Wasserbad Typ WB-24 (Medax Nagel, KG Kiel)

Wasserbad GFL 1083 (Bezug: MAGV Laborbedarf + Laborgerate, Rabenau-
Londorf)

Warmeschrank Memmert Typ 3 26, F. Nr. 340 073, 220 V, 380 W, 50/60 Hz, Din
12880-KI. 0, Nenntemp.: 70°C, Schutzart Din 40050-1P20 (Schwabach)
Zentrifuge Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen)

Zentrifuge Varifuge 0-6000 U/min (Fa. Heraeus Christ GmbH, Hanau)
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Untersuchungen zu Stérungen von
Wachstum und Differenzierung der Plazentome beim Large
Offspring Syndrome des Rindes

4.1.1 Angaben zu den IVP- bzw. MOET-Trachtigkeiten sowie den
resultierenden Feten

Die am Institut fur Tierzucht, Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft in Grub
erhobenen Daten zu den IVP- bzw. MOET-Trachtigkeiten sowie den resultierenden
Feten wurden von Herrn Prof. Dr. Hiendleder flir Auswertungen im Rahmen der
eigenen Arbeiten zur Verfugung gestellt (s. Tabelle 10).

Zum Zeitpunkt der Schlachtung am 80. Trachtigkeitstag standen fir die IVP1- und
die MOET-Gruppe jeweils finf und fur die IVP2-Gruppe sechs intakte Trachtigkeiten
zur Verfigung. Durch die gehauften Zwillingsgraviditaten resultierten daraus in allen
Versuchsgruppen jeweils acht Feten. In den beiden IVP-Gruppen waren die Feten
Uberwiegend mannlichen Geschlechts, wéhrend in der MOET-Gruppe das
Geschlechterverhéltnis anndhernd ausgeglichen war.

Der Einfluss der Versuchsgruppe (IVP1, IVP2, MOET) war in der dreifaktoriellen
Varianzanalyse fur alle erfassten Parameter signifikant (s. Tabelle 10).

In paarweisen Gruppenvergleichen mittels Tukey-Test waren die Feten der beiden
IVP-Gruppen deutlich langer (p jeweils < 0,001) und schwerer (p jeweils < 0,01) als
die Feten der MOET-Gruppe, sie wiesen einen grof3eren maximalen Brustumfang auf
(p jeweils < 0,01) und der Quotient aus maximalem Brustumfang und Scheitel-Steil3-
Lange (BUmax/SSL) war in den IVP-Gruppen signifikant kleiner (p jeweils < 0,001), d.
h., die IVP-Feten wiesen eine schlankere Gestalt auf als die Kontrollfeten. Zwischen
den beiden IVP-Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Zahl der Feten (Einlings- gegeniber Zwillingsgraviditat) zeigte einen Einfluss auf
die Parameter SSL (p<0,05), BUmax (p< 0,05) und Gewicht (p<0,01), nicht hingegen
auf BUna/SSL (s. Tabelle 10). Feten aus Zwillingsgraviditaten waren kurzer, leichter
und hatten einen geringeren maximalen Brustumfang. Ein Einfluss des fetalen

Geschlechts ergab sich nur fur den Parameter BUp,5/SSL (p<0.05).
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Tabelle 10: Angaben zu den Feten aus Trachtigkeiten nach konventionellem

Embryotransfer (MOET) sowie nach Transfer in vitro produzierter
Embryonen bei Anwendung der Protokolle IVP1 und IVP2; Alter der

Feten: 80 Tage.

SSL = Scheitel-Stei3-Lange, BUy,.x = maximaler Brustumfang, p = Irrtumswahrscheinlichkeiten aus
einer dreifaktoriellen Varianzanalyse zum Einfluss der Versuchsgruppe (Gruppe), dem fetalen
Geschlecht (Sex) und der Fetenzahl (E/Z, Einlings- vs. Zwillingsgraviditét).

Nr. Zahl
Trager  der fetales SSL BUmax BUnmax Gewicht

Gruppe tier Feten Geschlecht (cm) (cm) SSL (9)
IVP1 1.1 1 m 14,4 10,2 0,711 103,3
1.2 2 m 14,6 10,4 0,712 105,2

w 14,8 9,7 0,658 92,0

1.3 2 m 14,5 10,0 0,690 97,7

m 14,1 9,5 0,673 85,6
1.4 1 m 15,3 10,6 0,693 121,0

1.5 2 m 13,5 9.4 0,696 85,8

m 12,6 8,4 0,663 71,5

X 14,2 9,8 0,687 95,3

SD 0,8 0,7 0,019 14,1

VP2 2.1 1 m 14,1 10,1 0,715 93,3
2.2 1 m 15,6 10,5 0,675 1154

2.3 2 m 13,1 9,0 0,687 77,3

w 12,7 8,6 0,676 63,4
2.4 1 m 15,1 10,3 0,682 117,7

2.5 2 m 14,0 9,8 0,700 94,8

w 14,1 10,0 0,709 97,7
2.6 1 m 15,1 10,3 0,681 105,0

X 14,2 9,8 0,691 95,6

SD 0,9 0,6 0,014 17,1

MOET 3.1 2 w 10,6 8,3 0,783 58,9
m 11,0 9,2 0,840 72,9

3.2 1 m 11,0 9,3 0,841 78,2

3.3 2 w 10,7 8,6 0,808 65,2

w 11,0 8,2 0,741 58,8

3.4 1 w 10,9 8,3 0,761 61,7

3.5 2 m 11,0 9,0 0,814 64,9

w 11,3 9,1 0,804 62,3

X 10,9 8,7 0,799 65,4

SD 0,2 0,4 0,033 6,4
P Gruppe 0,000 0,017 0,000 0,001
P sex 0,985 0,209 0,017 0,257
PEIz 0,015 0,048 0,706 0,006
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4.1.2 Hormonkonzentrationen in den Fruchtwassern

Die Konzentrationen der konjugierten Gesamtdstrogene in den Fruchtwassern
wiesen innerhalb einer Gruppe erhebliche Unterschiede auf (s. Abb. 4). Im Mittel
waren sie sowohl in der Amnion- als auch in der Allantoisflissigkeit in der IVP1-
Gruppe niedriger als in der MOET- und der IVP2-Gruppe. Dieser Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant.

Zwischen den Konzentrationen der konjugierten Gesamtdstrogene und den fetalen
GroRRenparametern ergaben sich keine statistisch signifikanten Korrelationen.

Die Konzentrationen der freien Gesamtostrogene sowie von Progesteron lagen in

allen untersuchten Proben unterhalb der Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml.

Amnion Allantois

140 -
T 120 A
IS}
£ 100 A
D)
o 80 - 7
g
5 60
O
< 40 /
S / 7
2 20 - / /

0 1 1 A 1 1 1 1 A 1

MOET IVP1 VP2 MOET IVP1 VP2

Abbildung 4:  Konzentrationen konjugierter Gesamtostrogene in der Amnion- bzw.
Allantoisflissigkeit von Rinderfeten der MOET-, IVP1- und IVP2-
Gruppe. Die Messergebnisse (in Estron-Aquivalenten) sind als geo-

metrischer Mittelwert x Streufaktor*! dargestellt.
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4.1.3 Verteilung der Trophoblastzelltypen

Wahrend sich fur die prozentualen Anteile der einkernigen Trophoblastzellen (UTC)
und der reifen Trophoblastriesenzellen (MTGC) keine statistisch signifikanten
Gruppenunterschiede  ergaben, war fir die Anteile der unreifen
Trophoblastriesenzellen (iTGC) der Einfluss der Versuchsgruppe statistisch signi-
fikant (p=0,032). Der prozentuale Anteil der iTGC an der Gesamtzahl der
Trophoblastzellen war in der MOET-Gruppe mit ca. 13 % signifikant héher (p <0,05)
als in der IVP2-Gruppe, mit ca. 11 % war die IVP1-Gruppe nicht unterschiedlich von
der MOET- bzw. IVP2-Gruppe (s. Abb. 5).

Bei der Korrelationsanalyse ergab sich eine signifikante negative Korrelation
zwischen dem Anteil der iTGC und der fetalen Scheitel-Stei3-Lange (SSL) sowie
dem maximalen fetalen Brustumfang (BUmax). Zwischen iTGC und dem Quotienten
BUmax/SSL (s. Tabelle 11) zeigte sich eine signifikante positive Korrelation.

Tabelle 11: Ergebnisse der Korrelationsanalyse auf einen Zusammenhang zwischen
dem prozentualen Anteil unreifer Trophoblastriesenzellen an den
Trophoblastzellen insgesamt und der fetalen Scheitel-Steil3-Lange
(SSL), dem maximalen Brustumfang (BUmax), dem Quotienten
BUmax/SSL und dem fetalen Gewicht. p = Irrtumswahrscheinlichkeit, R =

Korrelationskoeffizient, n.s. = nicht signifikant.

Parameter p R Regressionsgerade
SSL 0,024 -0,56 y= -0,61x + 20,1
BUmax 0,044 -0,51 y= -0,237x+ 12,2
BUnmax/SSL 0,046 0,51 y = 0,017x + 0,53
Gewicht n.s.
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Abbildung 5: A) Definition verschiedener Trophoblastzelltypen nach ihrer Morpho-
logie und Anfarbbarkeit mittels Lektin-Histochemie (Dolichos
Biflorus). UTC = einkernige Trophoblastzellen, iTGC = unreife
Trophoblastriesenzellen, mTGC = reife Trophoblastriesenzellen; KS
= Karunkelstroma, KE = Karunkelepithel.

B) Prozentuale Anteile (X +SD) der UTC, iTGC und mTGC in
Plazentomen der Gruppen MOET, IVP1 und IVP2. Werte mit unter-
schiedlicher Beschriftung unterscheiden sich mit p < 0,05.
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4.1.4 Zelldynamik in den Plazentomen

Die Haufigkeit apoptotischer Zellen (Anzahl/mm?) war im Mittel in der MOET-Gruppe
(181,1+62,5) deutlich niedriger als in den beiden IVP-Gruppen (IVP1: 314,0+96,7,
IVP2: 290,0+127,2), aufgrund der grol3en Streuung der Messwerte innerhalb der
Versuchsgruppen in Relation zu den GruppengrofRen war dieser Unterschied jedoch
nicht statistisch signifikant (s. Tabelle 12 und Abb. 6). Wurden in einer explorativen
Datenanalyse die Messwerte der beiden IVP-Gruppen gepoolt und mittels T-Test mit
der MOET-Gruppe verglichen, ergab sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,040).
Bei der Analyse auf einen Zusammenhang zwischen der Apoptose-Haufigkeit in den
Plazentomen und fetalen Grol3enparametern unter Einbeziehung aller Trachtigkeiten
ergab sich fur den Quotienten BUn5/SSL eine signifikante negative Korrelation
(p = 0,020, R =-0,58; Regressionsgerade: y = -0,0004x + 0,80).

25 um
|

Abbildung 6: Darstellung der Apoptose in einem Plazentom eines Rindes der IVP1-
Gruppe mittels Immunfarbung fir die aktivierte Caspase 3. Grol3ere
positive Reaktionen treten haufig im Karunkelepithel auf, wo invasive
Trophoblastriesenzellen in die Degeneration eintreten. Meist kleinere
positive Anfarbungen finden sich im Trophoblasten (Pfeile), wobei es
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sich offensichtlich Uberwiegend um phagozytierte Reste aus dem
Karunkelepithel abgeschilferter Zellen (invasive

Trophoblastriesenzellen und Karunkelepithelzellen) handelt.

Tabelle 12: Zelldynamik in Rinderplazentomen der Gruppen MOET, IVP1 und IVP2.
Zur ldentifikation apoptotischer Zellen wurde der immunhistologische
Nachweis der aktivierten Caspase 3 angewendet. Die Identifikation
proliferierender Zellen erfolgte durch den immunhistologischen Nach-

weis des Proliferationsmarkers Ki67-Antigen.

Parameter MOET IVP1 VP2 pY
Apoptotische Zellen/mm? 181,1+62,5 314,0+96,7 290,0£127,2 0,123
% proliferierende Zellen im:

Trophoblast 25,7 %5,1 21,5+35 26,4+ 35 0,152
Chorionzottenstroma 16,9 +4,8 13,6 + 3,2 18,3+55 0,272
Karunkelepithel 70,0+14,0 65,8 £ 9,8 76,7+8,7 0,278
Karunkelstroma 20,2 +5,3 119+1,6 20,0+7,2 0,063

Y Irrtumswahrscheinlichkeit fiir einen Einfluss der Versuchsgruppe

Bei der Erfassung der Proliferation im Plazentom waren fur alle untersuchten Ge-
webeanteile die gemessenen Werte in der IVP1-Gruppe niedriger als in der IVP2-
bzw. MOET-Gruppe (s. Tabelle 12 und Abb. 7), ein statistisch gesicherter Einfluss
der Versuchsgruppe ergab sich jedoch nicht; lediglich fir das Karunkelstroma wurde
die Signifikanz knapp verfehlt (p=0,063). In den Analysen auf einen Zusammenhang
zwischen der proliferativen Aktivitat der erfassten Zelltypen in den Plazentomen und
fetalen GroRRenparametern unter Einbeziehung aller Trachtigkeiten ergaben sich

ebenfalls keine statistisch signifikanten Korrelationen.
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Abbildung 7:

e

25 um
[ |

Immunhistologische Darstellung des Ki67-Antigens zur Erfassung der
Zellproliferation in einem Plazentom eines Rindes aus der IVP2-
Gruppe. Die weitaus héchste Haufigkeit positiver Reaktionen ist im
Karunkelepithel zu beobachten. Zahlreiche positive Zellkerne finden
sich auch im Trophoblasten offensichtlich im Zusammenhang mit der

Trophoblastriesenzell-Differenzierung (Pfeile).
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4.1.5 Expression Wachstums- und Differenzierungs-relevanter
Gene in den Plazentomen

Die mittels Real-Time RT-PCR in den Plazentomen gemessenen relativen
Genexpressionen sowie die Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalysen bezig-
lich eines Einflusses der Versuchsgruppe sind in Tabelle 13 aufgefihrt. Von den
untersuchten Genen ergab sich nur fir den Estrogen-related Receptor 2 (ERR2) an-
nahernd eine Signifikanz hinsichtlich der Versuchsgruppe (p = 0,054). Fir die rest-
lichen untersuchten Gene war der p-Wert jeweils deutlich groRer als 0,05. Im paar-
weisen Vergleich der Versuchsgruppen mittels Tukey-Test unterschied sich hinsicht-
lich der ERR2-Expression die MOET-Gruppe (3,92 x 2,53*}) signifikant von der IVP1-
Gruppe (14,22 x 1,56*%), wahrend die IVP2-Gruppe (9,27 x 2,28*) nicht signifikant
von der IVP1- bzw. MOET-Gruppe unterschiedlich war. Wurden in einer explorativen
Datenanalyse die relativen ERR2-Genexpressionen der beiden IVP-Gruppen zu-
sammengefasst und mittels T-Test mit der MOET-Gruppe verglichen, ergab sich ein
p-Wert von 0,022.

In der Korrelationsanalyse unter Einbeziehung aller Trachtigkeiten ergab sich eine
signifikante positive Korrelation zwischen der ERR2-Expression in den Plazentomen
und der fetalen Scheitel-Steil3-Lange sowie dem fetalen Gewicht sowie eine signi-

fikant negative Korrelation zum Quotienten BUna/SSL (s. Tabelle 14).
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Tabelle 14: Ergebnisse der Korrelationsanalyse auf einen Zusammenhang zwischen
der fur den Estrogen-related Receptor 2 (ERR2) ermittelten relativen
Gen-Expression und der fetalen Scheitel-Stei3-Lange (SSL), dem
maximalen Brustumfang (BUmax), dem Quotienten BUna/SSL und dem
fetalen Gewicht. p = Irrtumswahrscheinlichkeit, R = Korrelationsko-
effizient, n.s. = nicht signifikant.

Parameter p R Regressionsgerade
SSL 0,019 0,58 y= 2,69x + 10,9
BUmax n.s. ——- -—
BUmax/SSL 0,020 -0,60 y= -0,086x + 0,80
Gewicht 0,043 0,51 y= 27,2x + 64,2

4.2  Ergebnisse der Untersuchungen zur Expression wachstums-
und differenzierungsrelevanter Gene in Rinderplazentomen im
Verlauf der normalen Graviditat

Nachdem die Untersuchungen auf die Expression des Ostrogenrezeptors ERa und
ERP in den Rinderplazentomen im Verlauf der Graviditat bereits durchgefihrt worden
waren (Schuler et al. 2002/2005), beschrénkte sich vorliegende Arbeit auf die Er-
fassung der Expression von ErbB3, Estrogen-related Receptor 2, Wachstumshormon-

rezeptor (GHR), Plazentares Laktogen und Prolaktinrezeptor wurze isoformibeide Isoformen-

4.2.1 Expression von ErbB3 in den Rinderplazentomen im Verlauf
der normalen Graviditat

Der Verlauf der mittels Real-Time RT-PCR ermittelten relativen Genexpression fur
ErbB3 ist in Abbildung 8 dargestellt. Zwischen dem Tag 80 und dem Zeitraum der
prapartalen Gruppe (Luteolyse) schwankten die Messwerte im Mittel zwischen 1,4 und
4,6. Unter der Geburt stieg der Mittelwert auf 11,4 an. Die Messwerte weisen zwischen
den Tieren der Geburtsgruppe jedoch eine erhebliche Streuung auf. Bei der ein-
faktoriellen Varianzanalyse ergab sich ein signifikanter Einfluss der Beobachtungs-
gruppe (p=0,041). Der paarweise Vergleich der Beobachtungsgruppen mittels Tukey-
Test Test zeigte, dass sich die Messwerte der Tiere vom 80. Graviditatstag signifikant
von denen der Geburtsgruppe unterschieden (p < 0,05). Bei der separaten Messung
der relativen Genexpression in Karunkel- bzw. Kotyledonengewebe von drei Tieren
zwischen dem 120. und 240. Tréchtigkeitstag zeigte sich, dass die ErbB3-Expression
im maternalen Teil der Plazentome stets hoher waren als im fetalen Anteil (Abb. 9).

Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 8:  ErbB3-Expression in Rinderplazentomen im Verlauf der Graviditat.
Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR ermittelte relative
Genexpression als geometrischer Mittelwert x Streufaktor™. S&ulen

mit unterschiedlicher Beschriftung unterscheiden sich mit p < 0,05.
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Abbildung 9:  ErbB3-Expression in Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe von drei
Rindern zwischen dem 120. und 240. Trachtigkeitstag. Dargestellt ist

die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative Genexpression ( X
+SD).
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4.2.2 Expression des Estrogen-related Receptor 2 (ERR2) in den
Rinderplazentomen im Verlauf der normalen Graviditat

Die mittels Real-Time RT-PCR im Verlauf der Graviditdit gemessene relative
Genexpression fur ERR2 ist in Abbildung 10 dargestellt. Die zwischen dem 80.
Trachtigkeitstag und der Geburt gemessenen Werte lassen keine Abhangigkeit vom
Trachtigkeitsstadium erkennen. Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse ergab sich kein
signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe. Bei der separaten Messung der
relativen Genexpression in Karunkel- bzw. Kotyledonengewebe von drei Tieren
zwischen dem 120. und 240. Trachtigkeitstag (Abb. 11) ergab sich kein signifikanter

Unterschied zwischen fetalem und maternalem Anteil der Plazentome.
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Abbildung 10: ERR2-Expression in Rinderplazentomen im Verlauf der Graviditat.

Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative

Genexpression als geometrischer Mittelwert x Streufaktor™.
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Abbildung 11: ERR2-Expression in Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe von drei

Rindern zwischen dem 120. und 240. Trachtigkeitstag. Dargestellt ist

die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative Genexpression ( X
+SD).

4.2.3 Expression des Wachstumshormonrezeptors (GHR) in den
Rinderplazentomen im Verlauf der normalen Graviditat

Die in den Gesamtplazentomen gemessene relative GHR-mRNA-Genexpression ver-
lauft zwischen dem 60. Trachtigkeitstag und der Spéatgraviditat auf nahezu konstantem
Niveau (s. Abb. 12). Zum Zeitpunkt der prapartalen Luteolyse steigt sie dann im Mittel
ungefahr auf das Dreifache an. Auch unter der Geburt werden im Mittel erhdhte Werte
gemessen, wobei zwischen den Tieren dieser Gruppe eine erhebliche Streuung be-
obachtet wurde. In der einfaktoriellen Varianzanalyse ergab sich ein signifikanter Ein-
fluss der Beobachtungsgruppe (p=0,034). Mittels Tukey-Test waren auf dem 5%-
Signifikanzniveau keine Gruppenunterschiede festzustellen. Auf dem 10%-
Signifikanzniveau unterschieden sich die prépartale sowie die Geburtsgruppe vom
60.—80. Tag. Bei der separaten Messung der relativen Genexpression in Karunkel-
bzw. Kotyledonengewebe von drei Tieren zwischen dem 120. und 240. Trachtigkeits-
tag zeigte sich, dass die GHR-Expression im maternalen Teil der Plazentome stets
hoher waren als im fetalen Anteil (Abb. 13). Dieser Unterschied war statistisch signi-
fikant (p=0,034).
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Abbildung 12: Wachstumshormonrezeptor-Expression in Rinderplazentomen im Ver-

lauf der Graviditat. Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR ge-

messene relative Genexpression als geometrischer Mittelwert x Streu-

faktor®:.
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Abbildung 13: Wachstumshormonrezeptor-Expression in  Kotyledonen-  bzw.

Karunkelgewebe von drei Rindern zwischen dem 120. und 240.

Trachtigkeitstag. Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR ge-
messene relative Genexpression (X +SD). Die Messwerte in

Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe unterscheiden sich mit p < 0,05.

82



Das GHR-Protein ist immunhistologisch in den Plazentomen zwischen dem 60.
Trachtigkeitstag und dem 8. Trachtigkeitsmonat sowohl im Zytoplasma der Karunkel-
epithelzellen als auch in geringerer Intensitat im Zytoplasma der einkernigen
Trophoblastzellen (UTC) nachweisbar (Abb. 14). Die reifen Trophoblastriesenzellen
sowie deren Vorlaufer in fortgeschrittenen Differenzierungsstadien sind stets GHR-
negativ. Um den Zeitpunkt der Luteolyse und unter der Geburt wurde ein Anstieg der
Farbeintensitat in den UTC beobachtet, wobei haufig auch nukleére Signale auftraten.
Das zuvor vorherrschende zytoplasmatische Signal in den Karunkelepithelzellen wurde
in der Spatphase der Graviditat deutlich schwéacher und trat gegeniber dem Signal in
den UTC durch die prapartale Reduktion des Karunkelepithels weiter in den Hinter-
grund.
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Abbildung 14:
A) Tag 110:
B) Tag 278:
C) Tag 282:

Immunhistologische Darstellung des Wachstumshormon-Rezeptors in
Rinderplazentomen zu verschiedenen Stadien der Graviditat (A-C)
sowie unter der Geburt (D).

typisches Farbemuster wahrend der frihen und mittleren Graviditat. Die
starksten Signale befinden sich im Zytoplasma der Karunkelepithelzellen.
Daneben finden sich schwachere zytoplasmatische Signale in den ein-
kernigen Trophoblastzellen. Die Trophoblastriesenzellen sowie deren
Vorlaufer sind negativ.

unmittelbar vor dem Eintritt der prapartalen Luteolyse. Hier dominiert das
Signal in den einkernigen Trophoblastzellen. Ein schwéacheres Signal ist
weiterhin in den deutlich abgeflachten Karunkelepithelzellen zu er-
kennen.

wahrend der prapartalen Luteolyse. Deutliches Signal in den einkernigen
Trophoblastzellen. In dem erheblich reduzierten Karunkelepithel sind nur
noch vereinzelt schwache positive Reaktionen vorhanden.

D) Zeitpunkt der termingerechten Geburt: deutliche Signale im Trophoblasten. Die

verbliebenen Anteile des Karunkelepithels sind weitestgehend negativ.
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4.2.4 Expression des Prolaktinrezeptors in den Rinderplazentomen
im Verlauf der normalen Graviditat

Die relative Genexpression zeigt im Mittel sowohl fir die kurze Isoform als auch bei der
Erfassung beider Isoformen zwischen dem 70. Trachtigkeitstag und der Spatgraviditat
einen kontinuierlichen Abfall der Messwerte, gefolgt von einem Anstieg zum Zeitpunkt
der Luteolyse und unter der Geburt (s. Abb. 15). Aufgrund der erheblichen Streuung der
Messwerte in der frihen und mittleren Graviditat ergab sich bei der statistischen Aus-
wertung kein signifikanter Einfluss der Beobachtungsgruppe.

Bei der separaten Messung der relativen Genexpression in Karunkel- bzw.
Kotyledonengewebe von vier Tieren zwischen dem 70. Trachtigkeitstag bis zur Geburt
zeigte sich, dass sowohl bei der Messung der kurzen Isoform als auch bei der ge-
meinsamen Erfassung beider Isoformen die Messwerte im maternalen Teil der
Plazentome stets héher waren als im fetalen Anteil (Abb. 16). Dieser Unterschied war
statistisch signifikant (p=0.0067 bzw. p=0.0049).
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Abbildung 15: Verlauf der Prolaktinrezeptor-Expression in Rinderplazentomen.

Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative

Genexpression als geometrischer Mittelwert x Streufaktor™™.
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Abbildung 16: Prolaktinrezeptor-Expression in Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe

von vier Rindern zwischen dem 70. Trachtigkeitstag und der Geburt.
Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR gemessene relative
Genexpression (geometrischer Mittelwert x Streufaktor™). Die Mess-
werte in Kotyledonen- bzw. Karunkelgewebe unterscheiden sich mit p <
0,01.
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4.2.5 Expression von plazentarem Laktogen (bPL) in den
Rinderplazentomen im Verlauf der normalen Graviditat

Die in den Gesamtplazentomen auf mMRNA-Ebene gemessene relative bPL-Expression
steigt im Mittel in der Spatgraviditat bis zur Geburt geringfigig an (s. Abb. 17). In der
einfaktoriellen Varianzanalyse ergab sich jedoch kein signifikanter Einfluss der Be-
obachtungsgruppe. Bei der separaten Messung der relativen Genexpression in
Karunkel- bzw. Kotyledonengewebe von funf Tieren zwischen dem 70. Trachtigkeitstag
bis zur Geburt wurden in vier von funf Fallen in den Kotyledonen geringfligig hohere
Werte im Vergleich zur zugehdrigen Karunkel gemessen (s. Abb. 18). In einem Fall war
der Messwert in der Karunkel geringfligig héher als in der Kotyledone. Statistisch unter-

schieden sich die Messwerte in Karunkeln bzw. Kotyledonen nicht.
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Abbildung 17: Verlauf der Expression von plazentarem  Laktogen in

Rinderplazentomen. Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR ge-
messene relative Genexpression als geometrischer Mittelwert x Streu-

faktor®:.
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Expression von plazentarem Laktogen in Kotyledonen- bzw. Karunkel-
gewebe von funf Rindern zwischen dem 70. Trachtigkeitstag bis zur

Geburt. Dargestellt ist die mittels Real-Time RT-PCR gemessene

relative Genexpression ( X +SD).
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5. Diskussion

5.1 Diskussion des Tierexperiments

In vorangegangenen Untersuchungen zur in vitro-Produktion von Rinderembryonen an
der Bayerischen Landesanstalt fur Tierzucht in Grub war aufgefallen, dass nach der
Anwendung eines bestimmten Protokolls (Protokoll 1IVP2) gehéauft ein ausgepréagter
fetaler Uberwuchs (LOS) auftrat, wahrend Feten, die nach einem anderen aber sehr
ahnlichen Protokoll erzeugt worden waren (IVP1-Originalmethode), davon weitaus
seltener betroffen waren (Hiendleder et al. 2006). Als die diesem Phanomen zugrunde
liegende Ursache wurde die unterschiedliche Supplementierung des zur in vitro
Maturation (IVM) der Oozyten verwendeten Mediums mit Gonadotropinen vermutet
(IVP1: 0,01 U/ml bovines FSH plus 0,01 U/ml bovines LH; IVP2: 0,2 U/ml ovines FSH).
Ziel der von Prof. Hiendleder geplanten Untersuchungen war es daher, dieser Be-
obachtung in einem weiteren Tierversuch nachzugehen. Bei ansonst identischen Ver-
suchsbedingungen unterschieden sich die beiden zur in vitro-Produktion von
Embryonen verwendeten Methoden daher nur im Gonadotropinzusatz (s.0.) zum IVM-
Medium.

Anders als erwartet trat bei beiden IVP-Gruppen fetaler Uberwuchs in gleich hohem
Ausmald auf, sodass nicht auf Gruppenunterschiede geschlossen werden konnte. Zur
Identifizierung moglicher LOS-assoziierter Phanomene wurde daher eine LOS-negative
Kontrollgruppe mittels MOET erzeugt. Hierbei wurde darauf geachtet, die Versuchs-
bedingungen zwischen der MOET- und den beiden IVP-Gruppen soweit wie moglich
identisch zu gestalten, um die nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit der eigenen
Fragestellung stehende Variabilitat der Ergebnisse zu minimieren. Dies betraf ins-
besondere den genetischen Hintergrund der Keimzellspender und der Empféangertiere.
Um die Wahrscheinlichkeit des Angehens einer Trachtigkeit nach der Ubertragung von
in vitro-produzierten Embryonen zu erhdhen, wurden pro Empfangertier stets zwel
Embryonen Ubertragen. Da in vielen Fallen hieraus Zwillingsgraviditaten resultierten,
wurde als Zeitpunkt der Schlachtung der 80. Graviditdtstag gewéhlt, da in voran-
gegangenen Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt der Trachtigkeit noch kein offen-
sichtlicher Einfluss einer Einlings- bzw. Zwillingsgraviditat auf Grof3e und Gewicht der
Feten festgestellt werden konnte, das Auftreten eines fetalen Uberwuchses jedoch
bereits deutlich zu erkennen war (Hiendleder, persénliche Mitteilung). Anders als in den

vorausgegangenen Untersuchungen (Hiendleder, personliche Mitteilung), traten in der
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vorliegenden Studie jedoch signifikante Unterschiede zwischen Feten aus Einlings-
bzw. Zwillingsgraviditaten hinsichtlich der Parameter Scheitel-Steil3-L&dnge, maximaler
Brustumfang und Gewicht auf, wobei diese Unterschiede v.a. in den IVP-Gruppen deut-
lich ausgepragt waren. Da jedoch Zwillingsgraviditdten in allen Versuchsgruppen in
vergleichbarer Haufigkeit vorkamen, ist eine Beeintrachtigung der Aussagefahigkeit des
Experiments hinsichtlich des fetalen und plazentaren Wachstums nicht anzunehmen.
Auffallig war, dass in den beiden IVP-Gruppen die Feten Uberwiegend mannlichen
Geschlechts waren (IVP1: mannl./weibl.=7/1; IVP2: mannl./weibl.=6/2), wahrend das
Geschlechterverhéltnis in  der MOET-Gruppe nahezu ausgeglichen war
(mannl./weibl.=3/5). Es wird vermutet, dass das Geschlechterverhéltnis bei den IVP-
Feten darauf zurtckzufiihren ist, dass zum Zeitpunkt der Auswahl Ubertragungsfahiger
Embryonen nach den tblichen morphologischen Kriterien weibliche Embryonen in ihrer
Entwicklung gegeniber mannlichen etwas retardiert erschienen.

Da in der statistischen Prifung hinsichtlich eines Einflusses des fetalen Geschlechts auf
Scheitel-SteiR-Lange, maximaler Brustumfang und Gewicht keine annahernd signi-
fikanten p-Werte auftraten, kann mit grof3er Sicherheit ausgeschlossen werden, dass
durch die zwischen den Gruppen unterschiedliche Verteilung des fetalen Geschlechts
die Aussagefahigkeit des Experiments in Bezug auf das fetale Gréenwachstum beein-
trachtigt wurde.

Bezlglich der eigenen Ergebnisse ware es winschenswert gewesen, die erhaltenen
Messergebnisse auf Beziehungen zu morphologischen Daten der Plazenten zu unter-
suchen. Da jedoch parallel zu den eigenen Probenentnahmen Corrosion Cast-
Préaparate von Plazentomen zur Untersuchung der GefaRRarchitektur hergestellt wurden,
konnte aus versuchstechnischen Griinden das Gesamtgewicht bzw. eine Gewichtsver-
teilung der Plazentome nicht mit der notwendigen Genauigkeit bestimmt werden.
Weiterhin war bei Zwillingsgraviditdten aus organisatorischen und Zeitgriinden eine Zu-

ordnung der entnommenen Plazentome zu den Feten nicht mdglich.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse zu Wachstum und Differenzierung
der Plazentome

Die Bedeutung der plazentaren Ostrogenproduktion ist beim Rind noch weitestgehend
unklar. Umfangreiche vorangegangene Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe haben zur
Hypothese gefiihrt, dass die in der Plazenta des Rindes in groRen Mengen gebildeten
Ostrogene weniger Hormone im klassischen Sinne darstellen, sondern primér als lokale
Regulatoren von Wachstum und Differenzierung der Plazentome fungieren (Hoffmann
und Schuler, 2002; Schuler et al. 1999, 2002, 2005, 2008). Daher wurden Messungen
der Ostrogenkonzentrationen in den Fruchtwéassern durchgefiihrt und die Expression
der Ostrogenrezeptoren a und B auf mRNA-Ebene quantitativ erfasst. Hierbei ergaben
sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und keine
signifikanten Korrelationen zu fetalen Gré3enparametern.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war die Charakterisierung der Zelldynamik in den
Plazentomen. Dazu wurden Apoptose, Proliferation und die Art der Trophoblastzellen
(einkernige Trophoblastzellen, reife und unreife Trophoblastriesenzellen) in den
Plazentomen quantitativ erfasst. Der Quantifizierung der Proliferation lagen zunachst
die Uberlegungen zugrunde, dass ein (bermaRig wachsender Fetus das plazentare
Wachstum stimulieren konnte oder umgekehrt, dass eine gréf3ere Plazenta die Grund-
lage fir ein verstarktes fetales Wachstum sein kénnte. In diesem Zusammenhang er-
scheinen frihere Befunde von Schuler et al. (2000), Hoffmann und Schuler (2002),
Boos et al. (2003) von Bedeutung, die im Karunkelepithel eine Uberaus hohe
Proliferation erkennen lie3en, wobei dem durch die Trophoblastzellen resorbierten Zell-
detritus die Funktion einer erheblichen N&hrstoffquelle fir den Fetus zugeschrieben
wurde (siehe auch Abbildungen 6 und 7). Nach diesem Konzept ist die Karunkel eine
vom Trophoblasten besiedelte modifizierte holokrine Driise, deren Aktivitat mit dem
fetalen Uberwuchs in Beziehung stehen koénnte. Auch die Trophoblastzellen der
Chorionzotten weisen beim Rind eine erhebliche proliferative Aktivitat auf (Schuler et al.
2000; Boos et al. 2003), die als Grundlage des kotyledonéaren Wachstums als auch der
permanenten Neubildung der apoptotisch zugrunde gehenden schwach invasiven
Trophoblastriesenzellen dient.

Der Prozess der Migration und Apoptose der Trophoblastriesenzellen des Rindes ist
derzeit immer noch weitestgehend unklar. Er wird unter anderem mit dem Transport
hochmolekularer Hormone, vor allem von plazentarem Laktogen, durch die Plazenta-

barriere hindurch ins mutterliche Kompartiment in Zusammenhang gebracht (Wooding
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und Wathes 1980). Somit kdnnte auch eine Steigerung der proliferativen Aktivitat des
Trophoblasten indirekt Uber eine vermehrte Abgabe von Botenstoffen ins maternale
Kompartiment mit dem fetalen Uberwuchs in Verbindung stehen, z. B. Uber eine
Stimulation des Karunkelwachstums oder die vermehrte Bereitstellung von Nahrstoffen
durch den miutterlichen Organismus.

Bei der Quantifizierung der Proliferation mittels der immunhistologischen Darstellung
des Proliferationsmarkers Ki67-Antigen bestétigten sich die in friheren Untersuchungen
erhaltenen Ergebnisse (Schuler et al. 2000), Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen ergaben sich jedoch nicht. Zusammenhange zwischen der proliferativen Aktivi-
tat in den untersuchten Zelltypen der Plazentome mit dem fetalen Grélienwachstum
waren ebenfalls nicht zu erkennen.

Fur die quantitative Erfassung der einzelnen Trophoblastzelltypen wurde die Lektin-
Histochemie eingesetzt, da deren rein lichtmikroskopische ldentifizierung je nach Lage
der Zelle zur Schnittebene haufig schwierig ist. Das verwendete Lektin DBA bindet an
Zucker-Seitenketten von Glykoproteinen und ist relativ spezifisch fur Pregnancy-
associated Glycoproteins, deren Expression im Verlauf der
Trophoblastriesenzelldifferenzierung aufreguliert wird (Klisch et al. 2006). Fur den Anteil
unreifer Trophoblastriesenzellen (iTGC) ergab sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse
ein signifikanter Einfluss der Versuchsgruppe (p = 0,032); der Anteil war in den IVP-
Gruppen geringfligig niedriger (IVP1 = 11%; IVP2 = 10%) als in der MOET-Gruppe
(13%), wobei der Unterschied zwischen IVP2 und MOET statistisch signifikant war (p =
0,0322). Wurden in einer explorativen Analyse die Daten der IVP-Gruppen gepoolt und
mit der MOET-Gruppe verglichen, ergab sich ein deutlich signifikanter Unterschied (p =
0,011). Die Zusammenfassung der beiden IVP-Gruppen erscheint hier legitim, da sich
hinsichtlich der erfassten Parameter zu Dimensionen und Gewicht der Feten keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ergaben (s. Tabelle 10). Fur
einen Zusammenhang zwischen der Trophoblastriesenzelldifferenzierung und dem
fetalen Wachstum sprechen weiterhin die signifikant negative Korrelation zwischen dem
ITGC-Anteil im Trophoblasten und der fetalen SSL bzw. dem maximalen Brustumfang
(BUmax) sowie die signifikant positive Korrelation zwischen dem iTGC-Anteil und dem
Verhéaltnis BUmax/SSL.

Der verminderte Anteil an iTGC in den IVP-Gruppen kdnnte Uber einen verzdgerten Ein-
tritt einkerniger Trophoblastzellen in die Trophoblastriesenzelldifferenzierung oder eine

beschleunigte Umwandlung der iTGC in reife TGC erklart werden. In letzterem Fall
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konnte je nach Geschwindigkeit der nachfolgenden apoptotischen Degeneration der
reifen TGC, deren Anteil erniedrigt, unverandert oder erhdht sein. In den IVP-Gruppen
wurde gegenuber der MOET-Gruppe ein tendenziell erhéhter Anteil reifer TGC fest-
gestellt. Es ergab sich jedoch weder in der einfaktoriellen Varianzanalyse ein signi-
fikanter Einfluss der Versuchsgruppe (p = 0,49) noch war bei einem explorativen Ver-
gleich der gepoolten Daten beider IVP-Gruppen mit der MOET-Gruppe ein statistisch
signifikanter Unterschied feststellbar (p = 0,25). Interessanterweise war aber in den
IVP-Gruppen eine erhdhte Apoptosehaufigkeit festzustellen. Die Irrtumswahrscheinlich-
keit in der einfaktoriellen Varianzanalyse fur einen Einfluss der Versuchsgruppe war
zwar mit p = 0,12 nicht signifikant, wurden in einer explorativen Analyse die Daten aus
den IVP-Gruppen gepoolt und mit der MOET-Gruppe verglichen, ergab sich jedoch ein
signifikanter Unterschied (p = 0,040). Wesentliche Quellen fir die nahezu ausschliel3-
lich im Trophoblasten beobachteten apoptotischen Ereignisse sind degenerierende in-
vasive TGC und abschilfernde Karunkelepithelzellen (Hoffmann und Schuler, 2000;
Boos et al. 2003). Bei den Korrelationsanalysen zwischen der Apoptosehaufigkeit und
der fetalen Scheitel-Steil3-Lange bzw. dem fetalen Gewicht wurde eine Signifikanz nur
knapp verfehlt (p=0,064 bzw. 0,069), wobei tendenziell eine positive Korrelation vor-
handen war. Die Befunde zur Zusammensetzung des Trophoblasten und zur
Apoptosehaufigkeit deuten insgesamt darauf hin, dass der fetale Uberwuchs mit einer
beschleunigten Trophoblastriesenzelldifferenzierung assoziiert sein kénnte. Allerdings
ware in diesem Fall eine Zunahme der Proliferation im Trophoblasten zu erwarten, die
sich mit der angewandten Methode jedoch nicht feststellen liel3. Eine weitere Erklarung
fur die Abnahme des Anteils feststellbarer iTGCs konnte eine veranderte Expression
der Zielmolekiile des zur Identifikation der TGC eingesetzten Lektins sein.

Neben den beiden Ostrogenrezeptor-Isoformen wurde die Expression einiger weiterer
wachstums- und differenzierungsrelevanter Gene untersucht. Die Familie der ErbB-
Rezeptoren spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung der Zelllinien vieler ver-
schiedener Gewebearten. Das ErbB3/ErbB2-Heterodimer ist an der Steuerung der
Embryonalentwicklung beteiligt (Citri et al. 2003). Klonisch et al. (2001) wiesen ErbB3
wahrend der Implantation im Uterus und der Blastozyste von Kaninchen nach. Hall et al.
(2005) beschrieben seine Expression in der Rinderblastozyste. In den eigenen Unter-
suchungen konnte erstmals seine Expression in den Rinderplazentomen gezeigt
werden. Eine zwischen den Versuchsgruppen unterschiedliche Expression war nicht

nachweisbar. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass im Verlauf der normalen Trachtig-

93



keit ErbB3 in den Plazentomen ab dem 80. Graviditatstag bis zur Geburt exprimiert
wird. Der signifikante pra- und intrapartale Anstieg der relativen ErbB3-Expression
deutet darauf hin, dass dieser Rezeptor in die zur Geburt fihrenden Regulationsvor-
gange involviert ist. Bei der stichprobenartigen Messung in separiertem Kotyledonen-
bzw. Karunkelgewebe war in allen drei untersuchten Fallen die Expression in den
Karunkeln héher. Dieser Unterschied war jedoch insgesamt nur gering ausgepragt und
nicht statistisch signifikant.

Der Estrogen-related Receptor 2 (ERR2) wurde in die Untersuchungen einbezogen, da
fur diesen bei der Maus eine wichtige Rolle in der Steuerung der
Trophoblastriesenzelldifferenzierung gezeigt werden konnte (Luo et al. 1997; Tremblay
et al. 2001) und seine Expression in der Blastozyste des Rindes nachgewiesen worden
war (Hall et al. 2005). Uber die Expression in den Rinderplazentomen lagen bisher
keinerlei Informationen vor. In den eigenen Untersuchungen konnte auf mRNA-Ebene
die Expression vom 80. Tréachtigkeitstag bis zur Geburt nachgewiesen werden, wobei
sich keine Abhangigkeit im Verlauf der Graviditat ergab.

In den Untersuchungen zur ERR2-Epression in Rinderplazentomen aus IVP1-, IVP2-
bzw. MOET-Trachtigkeiten zeigte sich in einer einfaktoriellen Varianzanalyse ein an-
nahernd signifikanter Einfluss der Versuchsgruppe (p = 0,053), wobei die relative
ERR2-Expression in den beiden IVP-Gruppen im Mittel héher war als in der MOET-
Gruppe. Wurden in einer explorativen Datenanalyse die ERR2-Expressionsdaten der
beiden IVP-Gruppen gepoolt und mit denen der MOET-Gruppe verglichen, ergab sich
ein deutlich signifikanter Unterschied (p = 0,022; T-Test). Weiterhin zeigte sich, dass die
plazentare ERR2-Expression positiv mit dem fetalen Wachstum korreliert war.

In der ERR2-Knockout-Maus wurde eine Ubersteigerte Differenzierung der diploiden
Trophoblastzellen in Trophoblastriesenzellen beobachtet. Interessanterweise deuten die
eigenen Befunde zur Zusammensetzung des Trophoblasten in den Rinderplazentomen
bei den IVP-Gruppen ebenfalls auf eine verdnderte Dynamik in der
Trophoblastriesenzelldifferenzierung hin (s.0.). Anders als bei der Maus deuten die
eigenen Befunde beim Rind jedoch eher in Richtung einer Beschleunigung der TGC-
Bildung bei erhohter ERR2-Expression. Bezuglich dieses Widerspruches muss
allerdings beachtet werden, dass es zwischen der Plazentation bei Maus und Rind er-
hebliche morphologische und funktionelle Unterschiede gibt. So kénnen nach morpho-
logischen und funktionellen Gesichtspunkten in der Mausplazenta deutlich mehr

Trophoblastzelltypen unterschieden werden als beim Rind (Cross 2005) und auch die
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Trophoblastriesenzellen weisen zwischen einzelnen Spezies erhebliche Unterschiede in
ihrer Entstehungsweise und Funktionen auf (Hoffman und Wooding 1993). Somit
konnte sich die Bedeutung von ERR2 in der Rinderplazenta erheblich von der in der
Mausplazenta unterscheiden.

Nachdem eine Expression von ERR2 zunachst in der Blastozyste des Rindes nach-
gewiesen wurde (Hall et al. 2005), war gegebenenfalls zu erwarten, dass deren
Lokalisation in den Plazentomen vor allem in den Kotyledonen nachgewiesen werden
kann. Eine stichprobenartige vergleichende Messung in Kotyledonen bzw. Karunkeln
von drei Plazentomen zwischen dem 120. und 240. Trachtigkeitstag liel3 jedoch keine
bevorzugte Expression in einem der beiden Gewebeanteile erkennen. Eine vor-
wiegende Expression in den TGC kann aber dennoch nicht ausgeschlossen werden, da
die reifen TGC bei der manuellen Trennung der beiden Gewebeanteile nach eigenen
Beobachtungen zu einem erheblichen Teil im Karunkelepithel zu finden sind (siehe
auch Befunde zur bPL-Expression).

Insgesamt ergeben sich demnach aus den eigenen Untersuchungen deutliche Hin-
weise, dass die im Rahmen der In vitro-Produktion durchgefihrten Manipulationen an
Eizellen und/oder Embryonen zu einer veranderten ERR2-Expression in den
Plazentomen fuhrt, aus der eine veranderte Zelldynamik im Trophoblasten resultieren
konnte.

Plazentares Laktogen (bPL) wurde in die Untersuchungen einbezogen, da diesem
Faktor eine Bedeutung bei der Beeinflussung des miutterlichen Stoffwechsel im
Interesse des fetalen Wachstums zugesprochen wird (Anthony et al. 1995) und beim
Rind im fetalen Kreislauf deutlich h6here Konzentrationen als im maternalen gemessen
wurden (Holland et al. 1997).

Hierbei sind beim Rind die Hauptangriffspunkte und Wirkmechanismen dieses
"Hormons" noch weitestgehend unklar. Fur bPL konnte bisher kein eigener Rezeptor
eindeutig identifiziert werden. Es bindet aber sowohl an den Prolaktinrezeptor (PRLR)
als auch an den Wachstumshormonrezeptor (GHR). Aufgrund seiner Eigenschatft, in
homologen in vitro-Systemen mit Prolaktinrezeptor-Homodimeren zu interagieren bzw.
die Bildung von GHR/PRLR-Heterodimeren zu induzieren wird angenommen, dass
PRLR-Homodimere bzw. GHR/PRLR-Heterodimere auch in vivo die Wirkung von bPL
vermitteln. Eine somatogene Wirkung von bPL konnte zwar in heterologen Systemen
gezeigt werden, da bPL aber in homologen Systemen keine Bildung von GHR-

Homodimeren induzieren konnte, was als Voraussetzung fur die Aktivierung einer ent-
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sprechenden intrazellularen Signalkaskade gilt, agiert bPL am GHR vermutlich als
Antagonist oder Partialagonist (Gertler und Djiane 2002; Gootwine 2004). Da beim Rind
im Vergleich zum Schaf die im mdtterlichen Organismus gemessenen Konzentrationen
von plazentarem Laktogen sehr viel niedriger sind (Handwerger et al. 1977; Hossner et
al. 1997), stellt sich beziglich des bPL die Frage, ob dieses "Hormon" beim Rind nicht
eher vorwiegend eine Rolle als lokaler Regulator des plazentaren Wachstums und der
plazentaren Differenzierung spielt. Daher wurden GHR und PRLR ebenfalls in die
Untersuchungen einbezogen. Uber die Expression von GHR und PRLR in den
Rinderplazentomen lagen bisher nur wenige bzw. kaum Informationen vor (Scott et al.
1992; Kolle et al. 1997).

Fur keinen dieser Parameter (bPL, GHR, PRLR) konnte in den eigenen Unter-
suchungen auf mMRNA-Ebene ein signifikanter Gruppenunterschied beziglich der Ex-
pression in den Plazentomen gezeigt werden. Es ergaben sich auch keinerlei Be-
ziehungen zwischen der Expression dieser Faktoren und den an den Feten erhobenen
Daten. Die Ergebnisse zur bPL-Expression am 80. Graviditatstag stehen weiterhin im
Widerspruch zu denen von Bertolini et al. (2006), die in Plazentomen aus IVP-
Trachtigkeiten im Vergleich zu Plazentomen aus MOET-Trachtigkeiten mittels Real-
Time RT-PCR am 90. sowie am 180. Trachtigkeitstag signifikant hohere bPL-
Expressionen fanden; allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Zeit-
unterschied von 10 Tagen (80. vs. 90. Graviditatstag) eine Einflussgrof3e darstellt.

Im Verlauf der normalen Trachtigkeit wurde zwischen dem 80. Graviditatstag und der
Geburt ein kontinuierlicher Anstieg der bPL-Expression in den Plazentomen gemessen,
der jedoch statistisch nicht signifikant war. Diese Ergebnisse bestatigen grundséatzlich
die  Resultate friherer Messungen der bPL-mRNA-Konzentrationen in
Rinderplazentomen von Patel et al. (2004), in denen sich der gemessene Anstieg
jedoch als signifikant erwies. Die bPL-Expression in den Rinderplazentomen ist auf
zellularer Ebene durch Untersuchungen mittels Immunhistologie (Duello et al. 1986)
und in situ-Hybridisierung (Patel et al. 2004) gut charakterisiert. Eine nennenswerte Ex-
pression ist nur in den reifenden und ausgereiften TGC nachweisbar. Die eigenen Er-
gebnisse aus bPL-Expressionsmessungen in Karunkel und Kotyledonen zeigen jedoch
deutlich, dass solche héaufig durchgefiihrten fetomaternal vergleichenden Unter-
suchungen (v.a. mRNA-Konzentrationen, Enzymaktivitdten) trotz sorgfaltiger
Praparation des Probenmaterials kaum aussagefahig sind, wenn eine Expression in

den TGC nicht ausgeschlossen werden kann. Dies bestatigt eigene lichtmikroskopische
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Beobachtungen, nach denen in den Plazentomen bei artefizieller Trennung "entlang der
fetomaternalen Kontaktzone" ein Grol3teil der reifen TGC im oder am Karunkelepithel
haften bleibt.

Bezlglich des Prolaktinrezeptors ergab sich keine Abhangigkeit der Expression vom
Trachtigkeitsstadium (Realtime RT-PCR-Verfahren fir die Erfassung der kurzen PRLR-
Isoform bzw. zur gemeinsamen Erfassung beider PRLR-Isoformen). In den frihen und
mittleren Trachtigkeitsstadien traten Uberaus hohe Streuungen der Messwerte auf. Da
diese starken "Ausreil3er" mit zwei unterschiedlichen Messsystemen reproduzierbar
waren und derart starke Streuungen der Messwerte nur bei der Messung der PRLR-
Expression auftraten, kann ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um methoden-
bedingte Artefakte handelt. Offensichtlich treten also erhebliche Schwankungen der
PRLR-Expression zwischen verschiedenen Tieren auf. Denkbar ware auch, dass die
PRLR-Expression innerhalb der Plazentome sehr inhomogen verteilt ist. Gegen einen
Lokalisations-Effekt bei der Probenentnahme spricht jedoch, dass bei den 80 Tage-
Tieren aufgrund der geringen Gr63e der Plazentome die fiir die RNA-Gewinnung ver-
wendeten Gewebestiick stets alle Bereiche der Plazentome umfassten. Uber die Ex-
pression von PRLR in Rinderplazentomen liegen auf zellularer Ebene bisher keinerlei
Informationen vor. Bei der stichprobenartigen separaten Messung in Kotyledonen- bzw.
Karunkelgewebe konnte die PRLR-Expression vorwiegend der Karunkel zugeordnet
werden.

Zur GHR-Expression in den Plazentomen lag bisher nur eine Veréffentlichung vor die
zeigte, dass in den Rinderplazentomen GHR hauptséachlich in den einkernigen
Trophoblastzellen (UTC) und den Karunkelepithelzellen, nicht jedoch in den TGC ex-
primiert wird (Kolle et al. 1997). Diese Befunde konnten in den eigenen Untersuchungen
bestétigt werden. Separate Messungen in Karunkel- und Kotyledonengewebe zeigten,
dass zwischen dem 120. und 240. Trachtigkeitstag die Expression im maternalen Tell
der Plazentome hdoher ist, was mit einem intensiveren immunhistologischen Signal in
den Karunkelepithelzellen im Vergleich zu den UTC korrelierte. Bei den erstmalig zum
Zeitpunkt der prapartalen Luteolyse und unter der Geburt durchgefihrten Unter-
suchungen zeigte sich, dass in dieser Phase das Signal in den UTC deutlich Giberwog,
wobei zusatzlich zu den zytoplasmatischen auch deutliche nukleare Signale beobachtet
wurden. Eine nukleare Lokalisation passt nach traditionellem Verstandnis nicht zu
einem membranstandigen Proteohormon-Rezeptor. Neuere Befunde deuten jedoch

darauf hin, dass der GHR nach Ligandbindung internalisiert werden kann und eine
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nukleére Lokalisation des GHR mit einer starken Proliferation assoziiert ist (Conway-
Campbell et al. 2007; Swanson und Kopchick, 2007). Der signifikante prapartale An-
stieg der GHR-Expression deutet darauf hin, dass dieser Rezeptor in die zur Geburt
fuhrende Signalkaskade involviert sein kdnnte. Insgesamt sprechen die zur Expression
von PRLR und GHR erhaltenen Befunde dafir, dass beim Rind die Plazentome selbst

wichtige Zielorgane des plazentaren Laktogens sind.
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6. Zusammenfassung

Beim Rind wird nach der Anwendung verschiedener biotechnischer Verfahren wie
beispielsweise der in vitro-Produktion von Embryonen (IVP) und des somatischen
Klonens vermehrt ein Syndrom fetaler Anomalien beobachtet, das haufig mit einem
fetalen Uberwuchs einhergeht. Daher wurde es als Large Offspring Syndrome (LOS)
bezeichnet. Die genaue Pathogenese dieses Syndroms ist noch weitestgehend un-
klar. Offensichtlich spielen in dessen Atiologie Stérungen der epigenetischen Re-
programmierung des Genoms wahrend der frihembryonalen Phase eine erhebliche
Rolle. Bisherige Untersuchungen zum LOS konzentrierten sich hauptséchlich auf den
Fetus sowie auf die Genexpression in der frihembryonalen Phase, die in dem
Syndrom ebenfalls auftretenden plazentaren Veranderungen sind vergleichsweise
noch wenig erforscht. Auch eine moégliche Bedeutung der Plazenta in der Stimulation
des LOS-assoziierten Uberwuchses hat bisher noch relativ wenig Interesse ge-
funden. Daher wurden in dieser Arbeit vergleichende Untersuchungen an
Rinderplazentomen aus Gravidititen mit bzw. ohne LOS-assoziierten Uberwuchs
durchgeflihrt, wobei die erfassten Parameter einen offensichtlichen oder vermuteten
Bezug zu Wachstum und Differenzierung der Plazenta hatten. Hierdurch sollten
LOS-assoziierte Plazentaverdnderungen naher charakterisiert und Hinweise auf
deren Pathogenese erhalten werden. Weiteres Ziel war es, eventuelle Beziehungen
zwischen Plazentaveranderungen und fetalem Uberwuchs zu identifizieren.

Das zur Charakterisierung LOS-assoziierter Plazentaverdnderungen untersuchte
Probenmaterial entstammte Trachtigkeiten, die nach zwei unterschiedlichen
Protokollen der in vitro-Produktion (IVP1, n=5; IVP2, n=6) erzeugt wurden. Der
Unterschied zwischen den beiden Protokollen bestand in einer unterschiedlichen
Supplementierung des Oozytenmaturationsmediums mit Gonadotropinen (IVP1: 0,01
U/ml bovines FSH + 0,01 U/ml bovines LH; IVP2: 0,2 ml ovines FSH). Als Kontrollen
dienten Plazentome aus Trachtigkeiten, die mittels konventionellen Embryotransfers
nach Superovulation (MOET) erzeugt worden waren. Das Sperma fur die Besamung
stammte vom selben Bullen ("Simvitel"; Brown Swiss). Die Eizell-Spendertiere ge-
horten ebenfalls der Rasse Brown Swiss an. Die als Empfangertiere verwendeten
Fleckvieh-Farsen wurden am 80. Trachtigkeitstag geschlachtet und als Proben-
material Plazentome (Fixierung in phosphatgepuffertem 10%igem Formalin; schock-
gefrorene Gewebeproben) sowie Amnion- bzw. Allantoisfliissigkeit gewonnen.

Weiterhin wurden Scheitel-Steif3-Lange (SSL), Gewicht und maximaler Brustumfang
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(BUmax) der Feten registriert. Aus den Tréachtigkeiten resultierten in den drei Ver-
suchsgruppen jeweils 8 Feten. Die Feten der IVP-Gruppen waren deutlich langer (p <
0,001) und schwerer (p < 0,001) als die Feten der MOET-Gruppe, wahrend sich
zwischen IVP1 und IVP2 diesbeziglich keine signifikanten Unterschiede ergaben.
Dieses Probenmaterial und Daten zu Grof3e und Gewicht der Feten wurden von Prof.
Dr. S. Hiendleder, vormals Institut fir molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Gen-
zentrum der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen zur Verfigung gestellt. Die
tierexperimentellen Arbeiten erfolgten an der Bayerischen Landesanstalt fir Land-
wirtschaft in Grub unter der Leitung von Herrn Dr. H.-D. Reichenbach.

In Amnion- und Allantoisflissigkeit wurden die Konzentrationen freier und
konjugierter Ostrogene sowie von Progesteron radioimmunologisch bestimmt.
Bezuglich der konjugierten Ostrogene gab es zwischen den Versuchsgruppen keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Signifikante Korrelationen zum fetalen
Wachstum waren ebenfalls nicht nachweisbar. Die Konzentrationen der freien
Gesamtostrogene sowie von Progesteron lagen in allen untersuchten Proben unter-
halb der Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml.

Zur Erfassung der Dynamik der Trophoblastriesenzelldifferenzierung wurden ein-
kernige Trophoblastzellen (UTC), unreife und reife Trophoblastriesenzellen (iTGC
bzw. mTGC) nach ihrer Morphologie und Anfarbbarkeit durch Lektin aus Dolichos
Biflorus identifiziert und ausgezahlt. Diese Untersuchung ergab einen signifikant
hoéheren Anteil an iTGC in der MOET-Gruppe (12,7+1,2) als in der IVP2-Gruppe
(10,2+1,7; p < 0,05), wahrend sich die IVP1-Gruppe (10,9+1,1) nicht signifikant von
den anderen beiden Versuchsgruppen unterschied. Wurden die Daten der IVP-
Gruppen gepoolt und mit der MOET-Gruppe verglichen, war der Unterschied deutlich
signifikant (p=0,011). Bei der Korrelationsanalyse unter Einbeziehung aller Trachtig-
keiten ergab sich eine signifikante negative Korrelation zwischen dem Anteil der
iITGC und der fetalen SSL (p=0,024) sowie BUnax (p=0,044).

Basierend auf dem immunhistochemischen Nachweis der aktivierten Caspase 3
wurde die Haufigkeit apoptotischer Zellen pro mm? Gewebeschnitt erfasst. Hierbei
zeigte sich, dass in den IVP-Plazentomen apoptotische Zellen h&ufiger waren als in
den MOET-Plazentomen (IVP1: 314,0+96,7; IVP2: 290,0+127,2; MOET: 181,1+62,5);
es ergab sich jedoch kein statistischer Einfluss der Versuchsgruppen. Wurden die
Daten der IVP-Gruppen gepoolt und mit der MOET-Gruppe verglichen, war der
Unterschied jedoch statistisch signifikant (p=0,040). Die Quantifizierung der Zell-
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proliferation unter Verwendung des immunhistologischen Nachweises des
Proliferationsmarkers Ki67-Antigen ergab fur keinen der untersuchten Zelltypen
(Trophoblast, Chorionzottenstroma, Karunkelepithel, Karunkelstroma) einen signi-
fikanten Einfluss der Versuchsgruppe. Es ergaben sich auch keine signifikanten
Korrelationen zwischen der Proliferation in den untersuchten Zelltypen und fetalen
GrélRenparametern.

Bei der Messung der relativen Expression wachstums- und differenzierungs-
relevanter Gene mittels Real-Time RT-PCR (TagMan-Methode) wurde hinsichtlich
des Estrogen-related receptor 2 (ERR2) anndhernd ein signifikanter Einfluss der
Versuchsgruppe erreicht (p=0,054), wobei die Expression in den IVP-Gruppen hdher
war als in der MOET-Gruppe [ X g (SF): IVP1: 14,2 (1.6); IVP2: 9,3 (2,3); MOET: 3,9
(2,5)]. Wurden die Daten aus den IVP-Gruppen gepoolt und mit der MOET-Gruppe
verglichen, ergab sich ein signifikanter Unterschied (p=0,022). Weiterhin ergaben
sich signifikant positive Korrelationen zwischen der ERR2-Expression und SSL
(p=0,019) sowie dem Fetengewicht (p=0,043). Bezuglich der Expression der tbrigen
untersuchten Gene (ErbB3, Ostrogenrezeptoren und3, Wachstumshormo n-
rezeptor, Plazentares Laktogen, Prolaktinrezeptor) ergaben sich keine signifikanten
Gruppenunterschiede und Korrelationen zu fetalen Gré3enparametern.

Diese Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass zumindest im eigenen LOS-
Modell der fetale Uberwuchs mit einer veranderten ERR2-Expression in den
Plazentomen assoziiert ist. Aufgrund der nachgewiesenen erheblichen Bedeutung
von ERR2 in der Differenzierung muriner Trophoblastzellen und der eigenen Befunde
beziglich der Apoptose-Haufigkeit und des Anteils unreifer Trophoblastriesenzellen
kann weiterhin vermutet werden, dass es bei LOS-Tréchtigkeiten in den
Plazentomen im Zusammenhang mit einer gesteigerten ERR2-Expression zu einer
Alteration in der Dynamik der Trophoblastriesenzelldifferenzierung kommt.

In ergdnzenden Untersuchungen wurden fur einige der untersuchten Gene auf
MRNA-Ebene Expressionsprofile in den Plazentomen Uber den Verlauf der normalen
Trachtigkeit erstellt, sofern dazu fir das Rind noch keine Informationen vorlagen.
Das hierzu verwendete tiefgefrorene Probenmaterial stammte aus friiheren Arbeiten
der eigenen Arbeitsgruppe und deckte den Zeitraum zwischen dem 60. Trachtigkeits-
tag und der termingerechten Geburt ab. Fur ErbB3 (p=0,041) und Wachstums-
hormonrezeptor (p=0,034) wurde ein signifikanter Einfluss des Trachtigkeitsstadiums

festgestellt, wobei in beiden Fallen ein Anstieg der Messwerte unmittelbar prapartal
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und unter der Geburt zu beobachten war. Dies deutet darauf hin, dass die Ex-
pression beider Gene mit der zur Geburt fuhrenden Signalkaskade in Verbindung
stehen konnte. Fir ERR2 und den Prolaktinrezeptor ergab sich dagegen kein Ein-
fluss des Trachtigkeitsstadiums. Die Expression von Wachstumshormon- und Pro-
laktinrezeptoren in den Plazentomen sprechen dafir, dass diese beim Rind wichtige

Zielorgane fur das Plazentare Laktogen sind.
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7. Summary

In cattle in a considerable proportion of cases, the use of assisted reproductive tech-
niques such as in vitro production (IVP) or somatic cell nuclear transfer is associated
with a variable syndrome of fetal abnormalities, of which fetal overgrowth is a striking
feature. Thus, this syndrome was named large offspring syndrome (LOS). The pa-
thogenesis of LOS is still widely unclear. However, the disturbance of epigenetic re-
programming of the genome during the preimplantation period has been identified as
an important underlying factor. So far, the vast majority of studies on the etiology of
LOS focused on the fetus or on gene expression during the early embryonic phase,
whereas only limited information is available on the origin of LOS-associated placen-
tal aberrations and their potential role in the emergence of fetal overgrowth. Thus, in
this comparative study including placentomes from LOS pregnancies and from nor-
mal control pregnancies, parameters with obvious or suggested relevance for placen-
tal growth and differentiation were assessed to characterize LOS-associated placen-
tal lesions and to provide information on the underlying pathogenetic mechanisms.
An additional aim of this study was to test for a possible relationship between placen-
tal abnormalities and fetal overgrowth.

Placentomes were obtained from LOS pregnancies produced by two different IVP
protocols (IVP1, n=5; IVP2, n=6), which only differed in the supplementation of the
oocyte maturation medium with gonadotropins (IVP1: 0.01 U/ml bovine FSH + 0.01
U/ml bovine LH; IVP2: 0.2 ml ovine FSH). Placentomes from pregnancies produced
by multiple ovulation embryo transfer (MOET; n=5) were used as controls. Semen
used for in vitro-fertilization (IVP groups) and artificial insemination (MOET group)
was from the same bull ("Simvitel"; Brown Swiss). The oocyte donors also belonged
to the Brown Swiss breed. The recipients (Fleckvieh) were slaughtered at day 80 of
gestation and placentomes were snap-frozen or conserved in phosphate buffered
10% formalin, respectively. In addition, amniotic and allantoic fluids were collected
and fetal crown-rump-length (CRL), weight and maximal thoracic circumference
(TCmax) Were registered. Each of the three experimental groups provided 8 fetuses.
Fetuses of the IVP-groups were significantly longer (p < 0.001) and heavier (p <
0.001) compared to MOET fetuses. However, no significant differences were found in
this regard between IVP1 and IVP2 fetuses. Tissue samples and data on fetal size
and weight were provided by Prof. Dr. S. Hiendleder, formerly Institute of Molecular

Animal Breeding, Gene Center, Ludwig-Maximilians-University Munich. The animal
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experiments were carried out at the Bayerische Landesanstalt flr Landwirtschaft in
Grub under supervision of Dr. H.-D. Reichenbach.

The concentrations of free and conjugated total estrogens and of progesterone in
amniotic and allantoic fluids were measured by radioimmunoassay. No statistically
significant differences were found between the experimental groups for conjugated
total estrogens, and no significant correlations between conjugated total estrogen
concentrations and fetal size or weight were obtained. The concentration of free total
estrogens and progesterone were below the sensitivity of the assay, respectively
(<0.1 ng/ml). To characterize the dynamics of trophoblast giant cell differentiation,
based on histochemistry using dolichos biflorus lectin trophoblast cells were assigned
to one of the following categories: uninucleate trophoblast cells (UTC), immature or
mature trophoblast giant cells (iTGC, mTGC). Quantitative evaluation showed that
the percentage of iTGC was significantly higher in the MOET group (12.7+1.2) com-
pared to the IVP2 group (10.2+1.7; p < 0.05), whereas the IVP1 group (10.9+1.1)
was not different from the IVP2 and the MOET group, respectively. When the data of
both IVP groups were pooled and compared to the MOET group, the difference was
clearly statistically significant (p=0.011). In correlation analyses including the data
from all pregnancies, significant negative correlations were found between the per-
centage of iTGC and the fetal CRL (p=0.024) and TCnax (p=0.044), respectively.

The frequency of apoptotic cells per mm? tissue section was assessed based on im-
munostaining for activated caspase 3. It was higher in IVP placentomes than in
MOET placentomes (IVP1: 314.0+96.7, IVP2: 290.0+127.2; MOET: 181.1+62.5).
However, no statistically significant effect was obtained for the experimental group.
When comparing the pooled data from the IVP groups to the MOET group, a statisti-
cally significant difference was found (p=0.040). Immunohistochemical detection of
Ki67 antigen was applied to quantify cell proliferation in various cell types of the pla-
centome (trophoblast cells, stromal cells of chorionic villi, caruncular epithelial cells,
caruncular stromal cells). No statistically significant effect of the experimental group
was found concerning the percentage of Ki67 antigen positive cells for any of the cell
types investigated, and no significant correlations were detected between placental
cell proliferation and parameters of fetal size and weight. The relative expression of
genes relevant for growth and differentiation was measured by Real-Time RT-PCR
(Tagman method). Concerning the expression of estrogen-related receptor 2 (ERR2)

there was a borderline error probability for an effect of the experimental group
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(p=0.054). Mean relative gene expression (RGE) was higher in the MOET group
compared to the IVP groups [Yg (SF): IVP1: 14,2 (1.6); IVP2: 9,3 (2,3); MOET: 3,9
(2,5)]. When pooling the data from the IVP groups and comparing them to the MOET
group, the difference was clearly significant (p=0.022). Moreover, in correlation ana-
lyses including data from all pregnancies, significant positive correlations between
the expression of ERR2 and CRL (p=0.019) and fetal weight (p=0.043) were found,
respectively. No significant effect of the experimental group and no correlations to
parameters of fetal size and weight were found for the expression of the remaining
genes investigated (ErbB3, estrogen receptors a andf3, growth hormone receptor,
placental lactogen, prolactin receptor).

These results suggest that - at least in our LOS model - fetal overgrowth is asso-
ciated with an altered ERR2 expression in the placentomes. Considering the essen-
tial role of ERR2 in the control of murine trophoblast cell differentiation, the own re-
sults on the occurrence of apoptosis and the proportion of immature trophoblast giant
cells suggest that the increase of ERR2 expression in placentomes from LOS preg-
nancies is associated with an altered dynamics of trophoblast giant cell differentia-
tion.

In addition to the measurement of gene expression in placentomes from IVP and
MOET pregnancies on day 80 of gestation, gestational profiles were established for
the target genes mentioned above for normal pregnancies in case no respective in-
formation was available from literature. Snap-frozen placentomal samples covering
the period between day 80 of gestation and parturition were available from previous
studies. A significant effect of gestational age was found for ErbB3 (p=0.041) and
growth hormone receptor (p=0.034). For both factors, a distinct increase of relative
gene expression was observed in the immediate prepartal phase and during parturi-
tion suggesting that they are involved in the signal cascade leading to parturition. No
time effect was detectable for ERR2 and prolactin receptors. Comparative measure-
ments of MRNA specific to growth hormone receptor and prolactin receptors in ca-
runcles and cotyledons localized their expression predominantly in the maternal part
of the placentomes. This suggests that the caruncle may be an important target or-

gan of placental lactogen, which may act as a ligand of these two receptors.
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UTC: Uninucleate Trophoblast Cell (einkernige Trophoblast
zelle)
uv: ultraviolett
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10. Anhang: Dokumentation von Ergebnissen aus der kon-
ventionellen RT-PCR

Untersuchungen unter Verwendung der konventionellen RT-PCR wurden zu

folgenden Zwecken durchgefuhrt:

e zur qualitativen Bestatigung der Zielgen-Expression vor der Etablierung einer
Real-Time RT-PCR-Methode in den Féllen, in denen Uber die Expression eines
Zielgens in den Rinderplazentomen keine bzw. unsichere Informationen vorlagen

e zur Uberpriifung der fiir die Real-Time RT-PCR selbst entworfenen Primerpaare

auf ihre Funktionstiichtigkeit

Beispielhaft werden in Abbildung 19 aus diesen Experimenten resultierende Ergeb-

nisse dokumentiert.
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Abbildung 19: Analyse von Amplifikaten aus der konventionellen RT-PCR. Be-

legung der Spuren:

1 = Plazentom Tag 80

2 = Plazentom Tag 110

3 = Plazentom Tag 220

4 = Plazentom zum Zeitpunkt der prapartalen Luteolyse

5 = Plazentom zum Zeitpunkt der Geburt

6 = Negativkontrolle (cDNA-Préparation durch H,O ersetzt)

Als Positivkontrollen wurden zu den verschiedenen Zielgenen parallel
Experimente unter Verwendung eines B-Aktin-spezifischen Primer-
paars durchgefuhrt. Die erwarteten Bandengrof3en betrugen: ErbB3:
446 bp, ERR2: 363 bp, bPL 78 bp, PRLR (kurze Isoform): 84 bp,
PRLR (beide Isoformen): 75 bp, GHR: 84 bp, B-Aktin: 890 bp.

Die Spezifitat der Amplikons wurde durch Sequenzierung bestatigt.
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