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1. Einleitung

1.1. Plazenta

1.1.1 Aufbau

Die reife Plazenta besitzt eine rundliche bis diskoidale Form, hat zum
Geburtszeitpunkt ein Gewicht von 500-600 g (gewdhnlich ca. 1/6 des
Fetalgewichtes) und einen Durchmesser von ca. 15-20 cm (Zygmunt, 2006).
Sie enthalt fetale und maternale Anteile, wobei der fetale Teil aus der
Choriondeckplatte und den daraus entspringenden Chorionzotten besteht.
Der maternale Anteil der Plazenta wird von der Decidua basalis gebildet,
deren kompakte Grenzschicht als Deziduaplatte bezeichnet wird.
Choriondeck- und Deziduaplatte begrenzen den intervillésen Raum in dem
das mdtterliche Blut zirkuliert und in direktem Kontakt mir den Chorionzotten
steht. Im Verlauf der Schwangerschaft wachsen Haftzotten in die Dezidua ein
und verankern die Embryonalanlage fest mit dem Endometrium. AuBerdem
wird ein Grossteil der Decidua basalis durch Chorionzotten und intervillése
Raume ersetzt. Die =zurlckbleibende Teile der Dezidua bleiben als
Plazentasepten erhalten, die die fetale Plazenta in unregelmaBig gestaltete
Lappchen, sog. Kotyledonen, unterteilen. Sie enthalten jeweils zwei oder
mehrere Zottenbdume.

Die Nabelschnur stellt eine weitere Verbindung zwischen Mutter und Fetus
dar, die Stofftransport- und Stoffaustauschfunktionen gewahrleistet. Sie
enthalt zwei Umbilikalarterien (Aa. umbilicales) und eine Umbilikalvene (V.
umbilicales), wobei die zentral gelegene Vene von den beiden Arterien
umgeben wird.

An der Stelle, an der die Nabelschnur an die Plazenta inseriert, teilen sich die
Umbilikalarterien in zahlreiche, radiar angeordnete GefaBe, die sich in der
Chrorionplatte verzweigen und dann in die Zottenbaume Ubergehen.
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Abb.1.  Schematische Darstellung der reifen Plazenta. (aus Moore &
Persaud, 1996; ,Embryologie — Lehrbuch und Atlas der

Entwicklungsgeschichte des Menschen)

1.1.2 Aufbau der Plazentazotten

Im Inneren der plazentaren Zotten verlauft ein ausgedehntes fetales
Kapillarnetz, das von AuBlen von maternalem Blut umspult wird. Man kann
verschiedene Arten von Zotten unterscheiden. Wahrend die Zottenbaume fur
die mechanische Stabilitdit, das L&ngenwachstum und fir die
Durchblutungsregulation sorgen, finden die Transport-, Synthese und

endokrinen Leistungen in den Terminalzotten statt.



Felale |
Kapillaren {)

Abb. 2. Schematische Darstellung des Kapillarnetzes einer Chorionzotte.
(aus Moore & Persaud, 1996; ,Embryologie — Lehrbuch und Atlas

der Entwicklungsgeschichte des Menschen)

Das fetale Blut wird vom mditterlichen durch eine bis zur 22.SSW
bestehenden vierschichtigen Plazentabarriere getrennt. Diese enthalt
folgende vier Gewebsgruppen (von AuB3en nach Innen):

1. Synzytiotrophoblast

2. Zytotrophoblast

3. Zottenstroma

4. Endothel der fetalen Blutkapillaren
Der Synzytiotrophoblast bildet die Grenze zwischen dem fetalen und dem
maternalen Kreislauf. Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben
gezeigt, dass der Synzytiotrophoblast zahlreiche Mikrovilli ausbildet, durch die

die Oberflaiche zwischen kindlichem und mdutterlichem Blut wesentlich



vergroBert wird (Moore & Persaud, 1996). Dies erleichtert die hier statt
findenden maternofetalen und fetomaternalen Transportprozesse. Ferner sind
in diesem Gewebe keinerlei laterale Interzellularspalten vorhanden, wodurch
ein unkontrollierter Stoffaustausch verhindert wird.

Die Hauptaufgabe der darauf folgenden Zytotrophoblastenschicht liegt in der
Férderung der Regeneration und des Wachstums des Synzytiotrophoblasten.
Die Zytotrophoblastenzellen (Langerhanszellen) greifen auBerdem durch die
Sezernierung von Somatostatin in die Regulation des Hormonhaushaltes der
Plazenta ein.

Im Zottenstroma treten besonders wéahrend der ersten Halfte der
Schwangerschaft  sogenannte  Hofbauer-Zellen, = Makrophagen, auf
(Benirschke, 1992). Sie enthalten Glykosaminoglykane, Mukoproteine und
Lipide und tragen zum Wachstum und zur Differenzierung der Plazentozotten
bei (Boyd & Hamilton, 1970). Die Hofbauer-Zellen vermitteln vor allem den
Proteintransport zwischen Mutter und Fetus, da nur Immunglobuline die
Grenze zwischen beiden Kreislaufen ungehindert Uberschreiten kénnen.
Fibroblasten sorgen durch die Produktion von Kollagenen fir die
mechanische Stabilitat der Zotten.

Der transplazentare Stoffaustausch verlauft vor allem im Bereich der
Terminalzotten. Die Kapillaren sind dort zu weitlumigen Sinusoiden dilatiert,

um den Widerstand des extrakorporalen GefaBbettes zu reduzieren.

Im Laufe der Graviditat verandert sich dieser Aufbau: Das Zottenstroma wird
zu Gunsten neuer GeféaBstrukturen, insbesondere von Kapillaren, reduziert.
Des Weiteren bildet der Zytotrophoblast keine zusammenhangende
Zellschicht, sondern fusioniert mit dem Synzytium. Der Anteil des
Zottenstromas wird reduziert, wahrend die Zahl und GréBe der fetalen
Kapillaren zunimmt. Zum Ende der Schwangerschaft wird die Grenzschicht so
ddnn, dass sich viele Kapillaren direkt dem Synzytiotrophoblasten anlagern.
An einigen Stellen bildet der Synzytiotrophoblast Proliferationsknospen aus,
die sich oft ablésen und in den maternalen Kreislauf geschwemmt werden, wo
sie schnell absterben. Diese Strukturverdnderungen sind Zeichen einer
Alterung der Plazenta und fihren mit fortschreitender Graviditat zu

Leistungsminderungen.
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Abb. 3. Querschnitte durch Chorionzotten in der 10. SSW (A) und zum
Geburtstermin (B). (aus Moore & Persaud, 1996; ,Embryologie —
Lehrbuch und Atlas der Entwicklungsgeschichte des Menschen)

1.1.3 Funktion

Die Plazenta hat drei Hauptaufgaben:

1. Stoffwechselfunktion
2. Stofftransport- und Stoffaustauschfunktionen
3. endokrine Funktionen

Erst durch die raumliche Nahe des maternalen und fetalen GefaBsystemes in

der Plazenta werden diese Prozesse ermdglicht. Dabei bleiben jedoch beide



Kreisldufe voneinander getrennt und es kommt nicht zu einer Durchmischung
von fetalem und maternalem Blut.

Die Plazenta synthetisiert, besonders in der frihen Schwangerschaft,
Glykogen, Cholesterin und Fettsduren und unterstitzt somit die
Nahrungszufuhr fir den Embryo. Die Bedeutung dieser Funktion wird jedoch
spater von den Stoffaustauschfunktionen und der endokrinen Sekretion
abgeldst.

Der Stofftransport und -austausch findet entlang der synzytiokapillaren

Membran statt und wird durch folgende Mechanismen erméglicht:

1. einfache Diffusion
2. erleichterte Diffusion
3. aktive Transportvorgange

4. Pinozytose (Page et al., 1981)

Gase wie Sauerstoff, Kohlendioxid und Kohlenmonoxid passieren die
Plazenta durch einfache Diffusion entlang von Druck- bzw.
Konzentrationsgeféllen. Das Hauptnahrungssubstrat Glukose Uberwindet die
plazentare Barriere mittels Tragermolekllen, das heiBt durch erleichterte
Diffusion. Cholesterin, Triglyzeride und Phospholipide der Mutter gehen kaum
oder gar nicht in den Embryonalkérper Uber (Page et al., 1981), wahrend
Aminosauren und lipidiésliche Vitamine durch aktive Transportvorgange
gegen ein Konzentrationsgefalle in den Embryo Gbergehen. Héhermolekulare
Substanzen, wie z.B. Immunglobuline und Glykoproteine, die durch die
bereits erwahnten Transportmechanismen nicht erfasst werden kdnnen,
werden mittels Pinozytose vom maternalen Kreislauf in den fetalen Gberfihrt.
Die wichtigsten Ausscheidungsprodukte des Embryos Kohlens&ure, Harnstoff
und Harns&ure verlassen die Plazenta durch einfache Diffusion.

Mit Hilfe moderner Markierungsmethoden konnte nachgewiesen werden, dass
der Synzytiotrophoblast mehrere Hormone synthetisiert, wobei diese in
Struktur und Funktion den Hormonen des Hypophysenvorderlappens ahneln.
Humanes Choriongonadotropin (hCG) wird in der dritten SSW nach
Abschluss der Implantation vom Synzytiotrophoblasten sezerniert. Die
Konzentration steigt im mutterlichen Blut bis zur 8.SSW an und fallt
anschlieBend auf ein niedrigeres Niveau ab. Es wird, im Urin nachgewiesen,

mit modernen Schwangerschaftstests detektiert. Die hCG-Produktion des
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Trophoblasten verhindert die Lyse des Corpus luteum. Die im Corpus luteum
gebildeten Gestagene und Ostrogene erhalten die Deziuda graviditatis
solange, bis der Trophoblast nach 6-12 Wochen selbst ausreichend
Progesteron fir den Erhalt der Dezidua bildet. Ferner weisen hCG und LH
starke Homologien in Struktur und Funktion auf. Durch Stimulation der
Gonaden reifen die Follikel der fetalen Ovarien bis zum Tertiarfollikel. Beim
mannlichen Fetus werden die Leydig-Zellen zur Bildung von Testosteron
angeregt. AuBerdem stimuliet hCG den Deszensus der Hoden (Zygmunt,
2006). Es konnte ferner gezeigt werden, dass exogen zugefihrtes hCG eine
proinvasive und promigratorische  Wirkung auf throphoblastische
Chorionkarzinomzellen als auch auf den extravillésen Trophoblasten hat
(Zygmunt et al., 1998; Zygmunt et al., 2005). Zudem konnte hCG in neueren
Studien als angiogener Faktor identifiziert werden (Zygmunt et al., 2002).
Neben hCG bildet die Plazenta auch humanes Chorionsomatomammotropin
(hCS), auch humanes Plazentalaktogen (hPL) genannt. Es dient dem Erhalt
des Schwangerschaftsgelbkérpers und gleicht der Struktur des hypophyséren
Wachstumshormons. Die Konzentration des hPL steigt im mutterlichen Blut
und Urin bis zur Geburt stetig an und wird als Parameter fir die plazentare
Funktion herangezogen. Ferner bewirkt es durch eine ausgepragte Lipolyse
einen Anstieg freier Fettsduren im maternalen Organismus (Zygmunt, 2006).
Diese Fettsauren stehen der Mutter als zusétzliches Energiequelle zur
Verfligung, da ein Grossteil der freien Glukose an den Fetus weitergeleitet
werden. Des Weiteren synthetisiert die Plazenta humanes Choriontyrotropin
(hCT), ein Glykprotein mit thyreotroper Wirkung. Die physiologische
Bedeutung des hCT ist noch weitgehend unbekannt.

Unter Verwendung von maternalem Cholesterin bildet die Plazenta auch
Steroidhormone wie Ostrogen und Progesteron. Plazentares Ostrogen, das
zum Teil durch vom Fetus bereitgestellten 19-C-Vorstufen synthetisiert wird
(Villee et al, 1975), stimuliert die Prostaglandinsynthese, fordert das
Wachstum und die Synthese kontraktiler Proteine im Myometrium und
unterstiitzt die Zervixreifung. Besonders Ostriol wird zur Uberwachung der
fetoplazentaren Einheit bei plazentarer Insuffizienz herangezogen (Zygmunt,
2006).
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Plazentares Progesteron dient der Aufrechterhaltung der Graviditat, indem es
durch Hemmung der Kontraktilitdt der unterinen glatten Muskulatur glnstige
Nidationsverhaltnisse schafft (,Progesteronblock®) (Zygmunt, 2006). Es
unterstutzt die Mammo- und Laktogenese und wird bevorzugt in der

Beurteilung des fetalen Zustandes in der Friihschwangerschaft genutzt.
Damit die Plazenta alle Funktionen adaquat austben kann, bedarf es eines

komplexen Zusammenspiels zahlreicher maternaler und fetaler Fakoren.

Dazu zahlt das onkofetale a-Fetoprotein (AFP).
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1.2. Alpha-Fetoprotein

AFP ist ein onkofetales Glykoprotein der GréBe 69 kD, das eine wichtige
Rolle als fetales Serumprotein Ubernimmt. Es wird Uberwiegend in fetalen
hamatopoetischen Organen wie der Leber, den sich entwickelnden
Gastrointestinaltrakt und im Dottersack gebildet (Deutsch, 1991), kann aber
auch im adulten Organismus von Tumoren sezerniert werden. Dazu z&hlen
das hepatozellulare Karzinom, das Chorionkarzinom und non-seminomatdse
Keimzelltumoren (Gitlin et al., 1972; Ruoslahti & Seppala, 1979; Tamaoki et
al., 1983). AFP dient dabei oft als Tumormarker.

Die AFP Bestimmung im maternalen Serum wird im Rahmen von Screenig-
Untersuchungen zur Frihentdeckung von fetalen Entwicklungsstérungen
(zum Beispiel: Neuralrohrdefekten, Trisomie 21 (Down Syndrom),
intrauterinen Wachstumsretardierung), Mehrlingsschwangerschaften und
zahlreichen weiteren Erkrankungen wie z.B. Preklampsie, plazentaren
Tumoren, fetoplazentarer Ischdmie und vorzeitigen Wehen genutzt (Waller et
al.,, 1996; Spencer, 1999; McLean et al., 1999; Spong et al, 1997). Der
Normwert von AFP im Serum auBerhalb der Schwangerschaft liegt bei <25

ng/ml.

Ort AFP-Konzentration Zeitpunkt der héchsten Konzentration
Fetales Serum 3 mg/ml 13.SSW

Amnionflissigkeit 30 pg/ml 13.SSW

Maternales Serum 100 ng/ml 30.SSW

Tab. 1.  AFP-Konzentrationen wahrend der Schwangerschaft

Albumin, das Hauptserumprotein im adulten Organismus, und AFP weisen
starke Homologien in Struktur und Funktion auf (Yang et al., 1985). Die
Tatsache, das die Konzentrationen beider umgekehrt proportional zueinander
ist, wird als Evidenz der funktionalen Verzahnung beider Proteine gewertet.
Es wird vermutet, dass AFP im fetalen Organismus die Funktion des
Albumins beim Erwachsenen Ubernimmt , vergleichbar des Wechsels von
HbF zu HbA post partum (Gillespie & Uversky, 2000).

Die physiologischen Aufgaben des a-Fetoproteins sind zwar noch nicht

vollstandig geklart, es Iasst sich aber erkennen, dass es durch seine Rolle in
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Immunmodulationsprozessen, in der Wachstumsregulierung, in der
Ligandenbindung und —transport eine signifikante Rolle fir das Wachstum
und far die optimale Entwicklung des Fetus und der Plazenta zu spielen

scheint.

1.2.1 Endokrine Funktion von AFP

Die biologischen Aufgaben von AFP bestehen im Transport und in der
Aktivitatsmodulation von Liganden, die der Zelldifferenzierung und der fetalen
Entwicklung dienen, wie z.B. Retinsdure, Bilirubin (Deutsch, 1991;
Mizejewski, 1997) und mehrfach ungesattigte Fettsduren, die Vorldufer der
Eicosanoide und zahlreicher vasoaktiver Substanzen sind (Westphal, 1986;
Vallette et al.,, 1989; Deutsch, 1991). In Studien von Anel et al. (1990) und
Aussel et al. (1983) konnte belegt werden, dass AFP ferner eine wichtige
Rolle im Transport der gebundenen Liganden in die sich entwickelnden Zellen
spielt. AFP bzw. seine Liganden greifen durch Kontrolle der Apoptose
(Laderoute & Pilarski, 1994) in die Regulierung des Zellwachstums (Soto &
Sonnenshein, 1980; Toder et al., 1983; Mizejewski, 1997) ein. Weitere
Studien zeigen, dass mehrfach ungeséttigte Fettsduren in der Freisetzung
von sowohl pro-apototischen (Stickoxide) als auch anti-apoptotischen
vasoaktiven Faktoren in vaskuldren glatten Muskelzellen (Diep et al., 2000)
und vaskularen Endothelzellen (Rizzo & Wu, 1999) involviert sind. Ferner
konnte belegt werden, dass AFP die Synthese von Prostaglandin E; in der
humanen Plazenta reduziert (Aussel, 1984) und dadurch indirekt in die
Kontrolle der kontraktilen Aktivitdt der myometrialen oder plazentaren

vaskularen Muskelzellen involviert ist.
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1.2.2 Rolle von AFP als Transportprotein

AFP erreicht im fetalen Blut hohe Konzentrationen, passiert die Plazenta und
kann im maternalen Blut nachgewiesen werden. Besonders hohe
Konzentrationen wurden in der retroplazentaren Zirkulation gemessen
(Dudich et al., 1998). Neueste Untersuchungen leiten zu der Annahme, dass
AFP durch einen Rezeptor vermittelten Transport vom fetalen Blut durch die
plazentaren Zotten hindurch in den maternalen Kreislauf gelangt (Newby et
al.,2005; Lafuste et al., 2002). Eine AFP Aufnahme durch Rezeptor vermittelte
Endozytose konnte bereits in Humanen B-Lymphomzellen, Humanen
Mammakarzinomzellen und plazentaren Trophoblastenzellen belegt werden
(Villacampa et al.,1984; Torres et a.l, 1992;.Moro et al., 1993; Laderoute et
al., 1994; Lorenzo et al., 1996).

1.2.3 AFP als angiogener Faktor

Die Expression von AFP kann schon sehr frih in der Schwangerschaft
detektiert werden und dessen Konzentration korreliert positiv. mit der
vaskularen Adaptation wahrend der Schwangerschaft. Darlber hinaus gibt es
sowohl experimentelle als auch klinische Hinweise, dass AFP direkt oder
auch indirekt in der GeféBentwicklung eine wichtige Rolle einnehmen kdnnte.
Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von AFP mit der GefaBdichte
von Tumoren positiv korreliert (Koide et al., 1999). Ferner konnte eine positive
Korrelation zwischen mutterlicher Serumkonzentrationen von AFP (MS AFP)
und fetoplazentarer Hypoxie nachgewiesen werden (Spong et al., 1997).
Unsere eigenen Untersuchungen belegten, dass AFP eine angiogene
Wirkung auf AFP Rezeptor exprimierende Endothelzellen hat und die
Verwendung von anti-AFP Antikérpern zur Hemmung der Angiogenese flhrt
(Liang et al., 2004).
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1.2.4 AFP-Rezeptor

Evidenz fir die Existenz eines membranstandigen Rezeptors fir AFP auf
MCG-7-Zellen konnte 1984 dargelegt werden (Villacampa et al., 1984).
Weitere Studien an humanen Monozyten, B-Lymphomzellen und
leukdmischen T-Zellen belegten die Prasenz von 2-3 spezifischen
Bindungsstellen fiir AFP in einer Gréssenordnung (Kp) von 10 bis 107° M
(Naval et al., 1985; Uriel et al., 1989; Villacampa et al., 1984). Der AFP-
Rezeptor konnte 1992 auf humanen Monozyten erstmals isoliert und
charakterisiert werden (Suzuki et al, 1992). Spéater konnte ein
membranstandiger Rezeptor fur AFP auch auf Mammkarzinom-Zellen
nachgewiesen werden (Moro et al., 1993). Im weiteren Verlauf wurden 62-67
kDa PAS-reaktive Komponenten isoliert (Laderoute et al., 1994), die an eine
hoch-molekulare Entitdt gebunden waren. 1997 wurde die Existenz eines
heterotrimeren Proteinkomplexes bestétigt, der sich aus 65-, 130-, und 185-
KDa Molekilen zusammensetzte (Kanevsky et al., 1997). Dieser Komplex
konnte immunhistochemisch auf Oberflachen von Zellen embryonaler und
tumoréser Abstammung nachgewiesen werden (Hajeri-Germond et al., 19883;
Uriel et al., 1987; Uriel et al., 1989). Durch Aufnahme- und Bindungsstudien
des AFP-Rezeptors an humanen Monozyten und T-Lymphozyten wurde die
Basis fir das Konzept eines autokrinen AFP/AFP-Rezeptor-Systems
geschaffen (Torres et al., 1991; Suzuki et al., 1992; Uriel et al., 1987).

16



1.3. Vaskulo- und Angiogenese in der Plazenta

Die optimale Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung jeder des menschlichen
Organismus wird durch ein komplexes Netzwerk aus Blutgefdssen ermdglicht.
Die Homdostase des GefaBsystems wird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst. Diese lassen sich in zwei Gruppen von GefaB férdernden bzw. —
reprimierenden Faktoren zusammenfassen, die im gesunden Organismus im
Gleichgewicht stehen (Benjamin & Bergers, 2003). Ein Ungleichgewicht kann
zu UbermaBiger Blutgefassbildung und zu pathologischen Veradnderungen wie
diabetischer  Retinopathie, = Tumorwachstum und  Metastasierung,
Rheumatoider Arthritis und Kollateralenbildung bei okklusiven Erkrankungen
fihren (Hanahan et al., 1996). Neovaskularisation ist im adulten gesunden
Organismus, also nach Abschluss der GeféBbildung wahrend der
Embryogenese nur im Rahmen der Wundheilung und in der fetomaternalen
Einheit (Dvorak et al, 1995) unter anderem wahrend des Aufbaus der
Plazenta zu verzeichnen.

Im Rahmen der Blutgefassbildung wird zwischen den Begriffen Angiogenese
und Vaskulogenese unterschieden (Poole & Coffin, 1989; Zygmunt et al.,
2003). Zunachst differenzieren in der frihen Phase der Embryogenese aus
extramesodermalen Zellen endotheliale Vorlauferzellen (Hamangioblasten),
die ein erstes groBes Gefassnetz ausbilden. Durch bFGF (basic fibroblast
growth factor) induzierte Angioblasten Ubernehmen diese Aufgabe im Embryo
(Flamme et al., 1997; Risau et al, 1997). Im Rahmen der nun folgenden
Angiogenese werden diese primordialen Gefdsse durch verschiedene
Faktoren, unter anderem VEGF (vascular endothelial growth factor), in ein
komplexes GefaBnetzwerk ausgebaut. Durch die ausgeschitteten Faktoren
wird die GefaBpermeabilitédt gesteigert und die Auflésung der Basalmembran
bereits bestehender Gefésse initiiert, wobei es anschlieBend zu einer
Proliferation und Migration von Endothelzellen kommt. An den Gefassen
selbst kommt es nun zu einer Ausbildung réhrenférmiger Strukturen, die nach
Assoziation von glatten Muskelzellen bzw. Perizyten zu intakten Blutgefassen

maturieren.
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Die Entwicklung der fetomaternalen Einheit mit seiner ha&mochorialen
Plazenta, der vaskularen Adaption des Uterus und deren uneingeschrankte
Funktion gestatten einen adaquaten Gasaustausch sowie Transport von
Nahrstoffen und fetalen Stoffwechselprodukten zwischen Mutter und Fetus.
Dies ist essentielle Vorrausetzung fur eine normale embryonale Entwicklung
und fir das fetale Wachstum. Eine schlecht entwickelte plazentare und
uterine Vaskulatur ist oft mit fetalen Wachstumsretardierungen (Teasdale et
al., 1984; Hitschold et al., 1993; Jackson et al., 1995; Krebs et al., 1996; Lang
et al., 2003), Frihaborten (Meegdes et al, 1988), hohem Risiko von
intrauterinem Fruchttod, hoher perinataler Mortalitat und Morbiditat (Khong et
al., 1986), sowie, belegt durch epidemiologische Studien, hoher Inzidenz von
Hypertonie, Diabetes, kardiovaskularen Erkrankungen und Schlaganfallen im
Erwachsenenalter assoziiert (Barker et al., 1990). Des Weiteren spielt die
genaue Adaption der Vaskulatur eine wichtige Rolle im Rahmen des

Menstruationszyklus und der Implantation eines Keimlings.

Zu Beginn der Entwicklung der Plazenta bilden sich Primarzotten aus, die
lediglich aus einem durch eine dinne Schicht von Synzytiotrophoblasten
umgebenen massiven zytotrophoblastischen Kern bestehen. Im weiteren
Verlauf entwickeln sich Sekundarzotten nach der Migration mesenchymaler
Zellen. Die plazentare Vaskulatur bildet sich ab dem 21.Tag post
conceptionem (p.c.)(Tertidrzotten) (Demir et al., 1989; Asan et al., 1999).
Dabei kénnen hier erstmals Hamangioblasten, aufgefunden werden, die sich
in Schnuren anordnen. Ab Tag 28 p.c. werden Lumina in den noch unreifen
Geféassen sichtbar, die ab Tag 32 p.c. mit Erythrozyten darstellbar sind. Die
Vaskulogenese scheint bis zur 12.SSW anzudauern. Parallell dazu kommt es
zur Reifung der primordialen Gefésse ab Tag 32 p.c. und zum Ausbau des
grossen GefaBsystems im Rahmen der Angiogenese. Nun setzt sie
Kapillarentstehung in Form der Angiogenese ein, wobei die Entwicklung
neuer GeféaBe aus Angioblasten noch bis in die 12.Schwangerschaftswoche
(SSW) hinein zu beobachten ist. In der 6. Schwangerschaftswoche beginnt
die Ausreifung der villdsen Vaskulatur. Dabei werden die neugebildeten

GeféaBe von einer Perizytenschicht und einer Basalmembran umgeben. Im
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weiteren Verlauf differenzieren sich die Kapillaren zu Sinusoiden und
wachsen in die Trophoblastenschicht ein.
Uber die 20.Schwangerschaftswoche hinaus konnte die Neuentwicklung von

Kapillaren nur &duBerst selten gesehen werden (Demir et al., 1989; Asan et al.,
1999).
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1.4. Ziele der Arbeit

Das 69 kD groBe, schwangerschaftsspezifische a-Fetoprotein (AFP) gehort
zur Genfamilie der Albumine und spielt eine wichtige Rolle als fetales
Serumprotein. Es wird von fetalen hdmatopoetischen Organen und einigen
Tumoren im adulten Organismus sezerniert (Deutsch, 1991).

Waéhrend der Schwangerschaft wird das AFP zu Screening-Untersuchungen
von Neuralrohrdefekten, Trisomie 21 und weiteren Erkrankungen
herangezogen. Es Ubernimmt Transportaufgaben und dient der
Aktivitatsmodulation von Liganden (Deutsch, 1991; Mizejewski, 1997).
Weiterhin besitzt es eine wachstumsregulierende Wirkung in verschieden
Organen (Mizejewski et al., 1996), indem es die Apoptose kontrolliert.

Ferner spielt AFP auch als Wachstumsfaktor eine wichtige Rolle, wie anhand
von Studien zum Tumorwachstum (Wang & Xu, 1998; Gershwin et al., 1980;
Mizejewski, 1989; Mizejewski, 1983) gezeigt werden konnte. Andererseits ist
es wohl auch in der Lage, in unterschiedlichen Geweben Proliferation zu
inhibieren (Mizejewski, 1995; Mizejewski, 1997; Butterfield et al., 1999).
Untersuchungen aus unserem eigenem Labor haben Hinweise auf die
Beteiligung von AFP in der Regulation der Angiogenese in der fetomaternalen
Einheit geliefert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression von AFP-Rezeptor/
Bindungsstellen in der fetomaternalen Einheit im Verlauf der Schwangerschaft
zu untersuchen. Dartber hinaus sollte die Expression des AFP-Rezeptors/
Bindungsstellen in den verschiedenen isolierten Zelltypen aus der
fetomaternalen Einheit und Tumorzellen untersucht werden. Diese
Untersuchungen stellten eine Ausgangsbasis fur die Erforschung der
funktionellen Rolle von AFP in der fetomaternalen Einheit dar.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Geréate

Absaugsystem: VacuSafe INTEGRA Biosciences,
Fernwald

Brutschrank fur Zellkulturen Heraeus 6000 Heraeus, Hanau

Durchflusszytometer: BD FACSCalibur ™ BD, Heidelberg

Mikropipetten Eppendorf, Kéln

Mikroskop: MS-5, Lichtquelle: KL 1500 LCD Leica, Wetzlar

Mini Shaking Hybridisierungsofen Biometra, Géttingen

Mini Protean 3 (Vertical Electrophorese System) Biorad Laboratories,
Munchen

Pipettierhilfe: Eppendorf Easypet 4420 Eppendorf, Kdln

Sterile Werkbank: GELAIRE Flow Laboratories Gruppo Flow, Opera,

Modell Nr. BS 3-4-6 Italien

Vortexer: Minishaker MS 1 Roth, Karlsruhe

Mini Protean 3 Western Blotting Modul Biorad Laboratories,
Munchen

Zentrifuge: Laborfuge GL, Heraeus Sepatech Heraeus, Hanau

21.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten BD, Heidelberg
Falconréhrchen Cellstar Greiner, Wiesbaden
Gewebekulturflaschen Sarstedt, Nimbrecht
Pipettenspitzen Eppendorf, Kain
ReaktionsgefaBe Eppendorf, Kain
Réhrchen Greiner, Wiesbaden
Skalpell, Einmalskalpell Feather/PFM, K&In
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2.1.3 Zelllinien

2.1.3.1. HUVEC (Humane Umbilikale Vaskulére Endothelzellen)

Die Humanen Umbilikalen Vaskularen Endothelzellen wurden in unserem
Labor aus Nabelschniren Neugeborener nach dem von Jaffe et al
beschriebenen Protokoll isoliert, aufgereinigt und charakterisiert. Sie wurden
von der 2.— 5.Passage fur Versuche genutzt.

2.1.3.2.  UMVEC (Uterine Myometriale Vaskulare Endothelzellen)

Donores waren eine 49-jahrige Frau mitteleuropédischer und eine 37-jahrige
Frau afroamerikanischer Abstammung. Die UMVEC wurden von der

5.Passage bis zur 11.Passage flr Versuche genutzt.

UMVEC-MYO 4846

Katalognummer: CC-2564, Lot-Ur.: 6F0421, 3.Passage
Katalog-Nr.: CC-2564, Lot-Nr.: 7F0441, 2.Passage

Bio Whittaker, Verviers, Belgien

2.1.3.3. HPMVEC (Humane Plazentare Mikrovaskulare Endothelzellen)

Stromazellen der Choriozotten

Die jeweiligen Zelllinien wurden in unserem Labor aus frischen Plazenten
nach in unserem Labor etablierten Methoden isoliert, aufgereinigt und
kultiviert. Sie wurden von der 1.Passage bis 7.Passage flir Versuche benutzt.
Donores waren Schwangere, die in der Universitatsfrauenklinik Giessen

gesunde Sauglinge termingerecht entbunden hatten.
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Abb.4.  Zellkultur HPMVEC

2.1.3.4. OVCAR (Humane Ovariale Karzinomzellen)

Die Humanen Zystadenokarzinomzellen des Ovars entstammten einer

60jahrigen kaukasischen Patientin. Sie wuchsen epithelial adharent.

OVCAR 3
ATCC-Nr.: HTB-161
ATCC, Manassas, Virginia, USA

2.1.3.5. JEG-3 (Chorionkarzinomzellen)

Die humanen Chorionkarzinomzellen wurden von Kohler et al. isoliert,
charakterisiert und beschrieben. Sie wuchsen epithelial adharent im
Monolayer.

JEG-3

ATCC-Nr.: HTB-36
ATCC, Manassas, Virginia, USA
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21.4

UMVEC

JEG-3

OVCAR

HPMVEC

HUVEC

Reagenzien fir die Zellkultur

Endothelial Cell Basal Medium-2

Clonetics EGM-2 MV Single Quots

5% fetales Kélberserum (FKS)

Minimum Essential Medium
20% fetales Kalberserum (FKS)

L-Glutamin 200mMol
80% RPMI 1640 Medium
L-Glutamin 200mMol

20% fetales Kélberserum (FKS)

Endothelial Cell Basal Medium-2

Clonetics EGM-2 MV Single Quots

20% fetales Kalberserum (FKS)

Endothelial Cell Basal Medium-2

Clonetics EGM-2 MV Single Quots

24

Cambrex
Bioscienience,
Nottingham, UK
Cambrex
Bioscienience,
Nottingham, UK
Biochrom KG
seromed, Berlin
Gibco, Karlsruhe
Biochrom KG
seromed, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biochrom KG
seromed, Berlin
Cambrex
Bioscienience,
Nottingham, UK
Cambrex
Bioscienience,
Nottingham, UK
Biochrom KG
seromed, Berlin
Cambrex
Bioscienience,
Nottingham, UK
Cambrex
Bioscienience,
Nottingham, UK



12,5% fetales Kalberserum (FKS)  Biochrom KG
seromed, Berlin
Stromazellen der IMDM Medium Cambrex
Chorionzotten Bioscienience,
Nottingham, UK
10% fetales Kalberserum (FKS) Biochrom KG

seromed, Berlin

Weitere Zellkulturreagenzien

DMSO (Dimethylsulfoxid) Gibco, Karlsruhe
Cell Culture Freezing Medium

Minimum Essential Medium Gibco, Karlsruhe
HBSS Gibco, Karlsruhe
Penicillin-Streptomycin Gibco, Karlsruhe

(10000 units/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

Phosphat Buffered Saline, 7,4 (PBS) Gibco, Karlsruhe

Trypsin EDTA Solution 0,05% Trypsin, 0,53 mM

EDTAe4 NA Gibco, Karlsruhe

Trypanblau Flow Laboratories, Irvine,
Schottland

215 Reagenzien fur die LSAB — Farbung

Aceton Roth, Karlsruhe

ChemMate™ Antikérperverdinner DAKO Corporation; Capinteria, USA
Cytokeratin-Antikérper, MNF116 DAKO Corporation; Capinteria, USA
Glycergel, DAKO Mounting Medium DAKO Corporation; Capinteria, USA
Mouse IgGj DAKO Corporation; Capinteria, USA
LSAB2 System HRP (DAB) DAKO Corporation; Capinteria, USA
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Mouse Anti-a-Fetoprotein-Receptor

Chemicon International,

Preservative-Free Monoklonal Antibody Temecula, USA

TBS (Tris-Buffered-Saline) — Puffer

2.1.6

Mouse Anti-a-Fetoprotein-Receptor

DAKO Corporation; Capinteria, USA

Reagenzien fiir SDS — Gelelektrophorese und Western Blot

Chemicon International,

Preservative-Free Monoklonal Antibody Temecula, USA

Mouse IgGj

Cytokeratin-Antikérper, MNF116

ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents

Hybond™

Peroxidase-conjugated

Rabbit Anti-Mouse Ig

Coomassie® Stain Solution
10-Tris/Glycine/SDS Buffer

Tris-HCI (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-
1,3-propanol-hydrochlorid)
Rinderserumalbumin (BSA)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tris-HCI (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-
1,3-propanol-hydrochlorid

Methanol (MetOH)

Bromphenolblau, Natriumsalz

APS (Ammonium-Persulfat)
Prestained SDS-PAGE Standards
SDS ultra pure

Glycerin
Rotiphorese® Gel 30 (30%
Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid,

DAKO Corporation; Capinteria, USA
DAKO Corporation; Capinteria, USA
Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Biorad Laboratories, Miinchen
Biorad Laboratories, Miinchen
Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biorad Laboratories, Minchen
Roth, Karlsruhe

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Roth, Karlsruhe

26



Verhaltnis 37,5:1)

Hyperfilm

Premixed 10-Tris/Glycine Buffer
PBS ohne Kalzium/Magnesium
TWEEN

Amersham Biosciences, Freiburg
Biorad Laboratories, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

2.1.7 Reagenzien fir Durchflusszytometrie (FACS)

Perm/Wash Puffer™
Cytofix/Cytoperm™

FcR Blocking Reagent

Cell Wash

BSA

Natriumazid

Monoklonal Anti-a-Smooth Muscle
Actin FITC konjugiert
Allophycocyanin (APC)

Mouse IgM

Mouse Anti-a-Fetoprotein-Receptor

Preservative-Free Monoklonal Antibody

CD 31

IgGiax FITC konjugiert
lgG1 k R-PE konjugiert
CD 31 FITC konjugiert
CD 140b R-PE konjugiert
CD 141 R-PE konjugiert
CD 144 (Cadherin-5)
Von Willebrandt Faktor
Monoklonal Mouse
Anti-Human Cytokeratin
Mouse IgGj

PBS ohne Kalzium/Magnesium
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BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
BD, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

BD, Heidelberg

DAKO Corporation; Capinteria, USA
Chemicon International,

Temecula, USA

DAKO Corporation; Capinteria, USA
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

DAKO Corporation; Capinteria, USA

DAKO Corporation; Capinteria, USA

Invitrogen, Karlsruhe



2.2. Methoden

2.2.1

2.2.1.1.

Zellkultur

Kultivierung

Die unterschiedlichen Zellinien (UMVEC, JEG-3, OVCAR, HPMVEC, HUVEC,
Stromazellen der Chorionzotten) wurden nach im Labor etablierten Methoden

kultiviert

Kulturmedien:

(Lindl,
Zellkulturflaschen, bei

Sie wuchsen
37°C und 5%

2000).

in belifteten T75 bzw. T150
CO,-Atmosphare in

folgenden

UMVEC Endothelial Cell Basal Medium-2 Cambrex Bioscienience,
Nottingham, UK
Clonetics EGM-2 MV Single Quots ~ Cambrex Bioscienience,
Nottingham, UK
5% fetales Kéalberserum (FKS) Biochrom KG seromed,
Berlin
JEG-3 Minimum Essential Medium Gibco, Karlsruhe
20% fetales Kalberserum (FKS) Biochrom KG seromed,
Berlin
L-Glutamin 200mMol Sigma, Deisenhofen
OVCAR 80% RPMI 1640 Medium Gibco, Karlsruhe
L-Glutamin 200mMol Sigma, Deisenhofen
20% fetales Kélberserum (FKS) Biochrom KG seromed,
Berlin
HPMVEC Endothelial Cell Basal Medium-2 Cambrex Bioscienience,
Nottingham, UK
Clonetics EGM-2 MV Single Quots ~ Cambrex Bioscienience,
Nottingham, UK
20% fetales Kélberserum (FKS) Biochrom KG seromed,
Berlin
HUVEC Endothelial Cell Basal Medium-2 Cambrex  Bioscienience,

Nottingham, UK
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Clonetics EGM-2 MV Single Quots ~ Cambrex Bioscienience,
Nottingham, UK
12,5% fetales Kalberserum (FKS) Biochrom KG seromed,

Berlin
Stromazellen IMDM Medium Cambrex Bioscienience,
der Nottingham, UK
Chorionzotten 10% fetales Kélberserum (FKS) Biochrom KG seromed,
Berlin

Bis zum Erreichen eines konfluenten Monolayers, wurde ein Medienwechsel
jeden zweiten Tag durchgefthrt.

Die konfluenten Zellen wurden zur Passagierung nach Pufferung mit
Phosphat Buffered Saline (PBS) durch Trypsin/EDTA (0,5%) (Gibco,
Karlsruhe)von ihrem Untergrund abgelést und, in ihrem jeweiligen
Kulturmedium resuspendiert, fir 10 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet mit dem
entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und auf neue Zellkulturflaschen

verteilt.

2.2.1.2. Lagerung, Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Die Zellen wurden zum Einfrieren, wie oben beschrieben, in
Einzelzellsuspensionen Uberfihrt und bei 1000 rpm fur zehn Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
Einfriermedium (70% entsprechendes Zellkulturmedium, 20% FKS und 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO, Roth, Karlsruhe)) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde auf ReaktionsgefaBe (Eppendorf, Kdéln) verteilt. Zum Schrittweisen
Einfrieren verblieben die Zellen zunachst 24 Stunden bei -20°C, um
anschlieBend bei -70°C gelagert zu werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen zlgig in einem 37 °C-Wasserbad aufgetaut
und unverziglich in  spezifischem Medium aufgenommen. Nach
anschlieBender Zentrifugation (1000 rpm, 10 min) wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen in insgesamt 13ml Medium resuspendiert, um in

einer T75 Flasche kultiviert zu werden.
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2.2.1.3. Zellzdhlung

Flr einzelne Experimente waren Zellzéhlungen notwendig. Dazu wurden die
Zellen mit Trypanblau (Verdunnung: 1:10 oder 1:100) gefarbt und in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt, wobei vier GroBquadrate bestehend aus 16
Kleinquadraten berlcksichtigt wurden. AnschlieBend wurde der Mittelwert

ermittelt und die Gesamtzellzahl nach der folgenden Formel errechnet. :
Gesamtzellzahl = a - x - 10* (Faktor der Neubauerzihlkammer) - V
wobei: a = ausgezahlte Zellzahl

V = Gesamtvolumen

x = Verdinnung

30



2.2.2 Immunhistochemische Farbung von Gefrierplazentaschnitten

Durch immunhistochemische Methoden ist es mdglich, nattrliche Antigene
wie Bakterien, Viren und Zell- oder Gewebsbestandteile zu analysieren und
nachzuweisen. Vorraussetzung dafir ist eine spezifische Antigen-
Antikorperreaktion.

Man unterscheidet direkte und indirekte Farbemethoden. Bei den direkten
Methoden werden direkt markierte Antikérper verwendet, die dann an das
nachzuweisende Antigen binden. Als Markierung dienen Enzyme oder
fluoreszierende Verbindungen. Nach Abwaschen des ungebundenen
Antikérperiberstandes kénnen so Antigen — Antikérperkomplexe sichtbar
gemacht werden. Bei der indirekten Methode wird zusatzlich zum ersten, hier
aber unmarkierten, Antikérper (Primarantikdrper) ein markierter Antikdrper
benutzt, der gegen den Priméarantikérper gerichet ist. Durch dieses Vorgehen
erh6éht man die Sensitivitat des Nachweises.

Bei der LSAB (Labeled-Strepavidin-Biotin) — Methode wird ein indirektes
Verfahren angewendet, das auf der hohen Bindungsaffinitdt von Avidin zu
Biotin beruht (Hsu et al, 1981). Die entstehende Bindung gehért zu den
stabilsten natdrlichen Verbindungen; die Affinitdt beider Substanzen
zueinander ist (iber 10°~fach gréBer als normale Antigen — Antikdrper —
Verbindungen.

AuBerdem benutzt man Streptavidin, das nicht-glykosylierte Aquivalent
Avidins, statt Avidin, das den Vorteil hat, keine oder weniger
Hintergrundfarbung, die bei Avidin durch das Vorhandensein von
Oligosaccharidgruppen auftritt, zu verursachen. (Sambrook & Russel, 2000)
Avidin und auch Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen fiir das Glykoprotein
Biotin; Biotin selbst kann an gréBere Molekile wie Enzyme oder Antiképer
gekoppelt werden. Die feste Avidin (Streptavidin) — Biotin — Bindung stellt ein
Bricken bildenes System zur dar, dass es mdglich macht, Antigen —
Antikérper — Komplexe mit anderen Molekilen wie Enzymen zu grdBeren
Komplexen zusammenzufassen. (Sambrook & Russel, 2000). Dies wird bei
der LSAB —Technik durch die Verwendung von Meerrettich - Peroxidase
(HRP) genutzt (Nakane & Pierce, 1967). Dabei wird HRP in Verbindung mit
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3,3-Diaminobenzidin eingesetzt. Durch Elektronentransfer und Polymerisation
entsteht ein in H>O und Ethanol unldslicher brauner Niederschlag.

Die LSAB — Methode beinhaltet folgende Schritte:

1. Inkubation mit Primarantikbrper
2. Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikérper
3. Inkubation mit Streptavidin- Meerettichperoxidasekonjugaten

QX
eX

Abb. 5. Schematische Darstellung der LSAB - Methode

A. Versuchsdurchfihrung

Die Gefrierschnitte wurden zunachst 30 Minuten lang der Raumtemperatur
angeglichen. AnschlieBend wurden sie zur Fixierung auf dem Objekttrager in
eine Acetonlésung gegeben. Nun folgte eine 2-stlindige Inkubation mit dem
Primarantikérper (Mouse Anti-a-Fetoprotein (AFP) Receptor Preservative-
Free Monoklonal Antibody, Chemicon International, Inc). in einer 1:50
Verdinnung mit Antikdrperverdinner (ChemMate™ Antikérperverdinner,
DAKO Corporation; Capinteria, USA). Die Inkubation wurde mit einer
dreimaligen Spulung in Tris Buffered Saline (TBS)-Puffer (DAKO Corporation;
Capinteria, USA) beendet. Danach wurden die Plazentaschnitte mit einem
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biotinylierten Sekundarantikérper der Firma DAKO (DAKO LSAB2 System;
DAKO Corporation; Capinteria, USA) fur 30 Minuten inkubiert. Nach
anschlieBendem dreimaligem Spullen mit TBS-Puffer folgte eine 30-mindtige
Inkubation mit Streptavidin- Meerettichperoxidasekonjugaten. Auch nach
diesem Schritt wurde mit TBS-Puffer gespllt. Dann wurde das Substrat des
Enzyms hinzugeftgt und fir 20 Minuten inkubiert. Nun folgte eine 5-minutige
Spllung in Leitungswasser bevor die Zellkerne 1 Minute mit Hamatoxylin
geféarbt wurden. Im letzten Schritt wurden die gefarbten Plazentaschnitte mit
Glycergel (DAKO Mounting Medium; DAKO Corporation; Capinteria; USA)
eingedeckt.

B. Positiv/Negativkontrolle

Um zwischen unspezifischen und spezifischen Farbungen unterscheiden zu
kénnen, wurden Isotypen- und Negativkontrollen angefertigt, die nicht mit dem
Primarantikérper (Mouse Anti-a-Fetoprotein (AFP) Receptor Preservative-
Free Monoklonal Antibody, Chemicon International), sondern statt dessen
nur mit TBS-Puffer bzw. Mouse 1gG; (DAKO Corporation; Capinteria, USA)

inkubiert worden waren.
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2.2.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die DurchfluBzytometrie oder Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) ist
eine Technologie, die Uber den Gebrauch von Lasern die Lichtstreuung von
Zellen bzw. Partikeln messen kann, wobei man sich den Tyndall-Effekt
zunutze macht. Dieser durch den Physiker John Tyndall beschriebene Effekt
zeigt eine Lichtstreuung bei dem Lichtdurchtritt durch Kkolloidale bzw.
proteinreiche Losungen. Die Energie der Laser ermdglicht darlber hinaus die
Anregung von Fluorochromen, die gekoppelt an spezifische Antikérper zur
Phéanotypisierung von Zellen herangezogen werden kdnnen.

Ein DurchfluBzytometer besteht aus insgesamt drei Hauptkomponenten: dem
Flussigkeitssystem, der Optik und der Elektronik.

Im FlUssigkeitssystem werden die zu analysierenden Partikel transportiert und
einzeln durch den Laserstrahl gefthrt. Das optische System besteht aus
Lasern und optischen Filtern. Darin (im optischen System) werden die
Partikel von fokussiertem, koharentem Licht angestrahlt und austretende
Signale zu Detektoren geleitet. Das elektronische System wandelt die
Lichtsignale zunachst in elektronische und dann in digitale um, um sie
anschlieBend in einem Computersystem zu speichern, wo sie spater

bearbeitet werden kénnen.

In der DurchfluBzytometrie kdnnen Partikel oder Zellen mit einer GrdBe von
0,2 — 150 um analysiert werden. Das streuende und fluoreszierende Licht wird
tber Linsen und Filter zu Detektoren des elektronischen Systems geleitet. Die
Intensitat der generierten elektronischen Signale ist proportional zu den
auftreffenden optischen Signalen. Die Fahigkeit eines Partikels, Licht zu
streuen, hangt von seinen physikalischen Parametern wie Gr6Be, interner
Komplexitat, Zellform und Oberfachenbeschaffenheit ab.

Das von den Partikeln/Zellen erzeugte Vorwartsstreulicht ist proportional zur
Zelloberflache oder —gréBe, wahrend das Seitwartsstreulicht die Granularitat
der Zelle repréasentiert. DarlUber hinaus ermdéglicht der Laserstrahl die

Anregung von Fluorochromen. Das von ihnen emitierte energieschwache
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Licht wird von den Detektoren aufgenommen. Durch die Kopplung der
Fluorochrome an monoklonale Antikdrper kénnen in der Durchflusszytometrie
unterschiedliche Oberflachenmarker nachgewiesen und die Zelle dadurch
charakterisiert werden. Da in jeder Messung die gleiche Zellzahl analysiert
wird, ist die Anzahl der detektierten Fluoreszenzsignale proportional zur

Anzahl der Fluorochrommolek(ile auf den Zellen.

Die verwendeten Fluorochrome umfassten Allophycocyanin (APC), PerCP,

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythin (PE).

A. Versuchsanordnung

Die intra- und extrazellulare Expression des AFP-Rezeptors wurde in
folgenden Zellen untersucht: HUVEC (Humane Umbilicale Vaskulare
Endothelzellen), UMVEC ( Uterine Myometriale Vaskulare Endothelzellen),
HPMVEC (Humane Plazentare Mikrovaskulare Endothelzellen), Stromazellen
der Chorionzotten, OVCAR (Ovariale Karzinomzellinie) und JEG-3

(Chorionkarzinomzellinie) .

Klassifikation der

Zellinie Klon Isotyp Kontrolle
Antikoérper

HUVEC migM DAK-GO8 IgM, « Isotypkontrolle
AFP-R 167H.1 IgM Analyse
Pecam (CD 31) WM-59 IgGy, k.  Positivkontrolle
Thrombomodulin,

1A4 19Gy, ¥ Positivkontrolle

Fetomodulin (CD 141)
Von Willebrand Faktor 2F2-A9 19Gy, ¥ Positivkontrolle
Allophycocyanin Fluorochrom

HPMVEC migM DAK-GO8 IgM, « Isotypkontrolle
AFP-R 167H.1 IgM Analyse
Cadherin-5 (CD 144) 55-7H1 lgGi, k.  Positivkontrolle
Von Willebrand Faktor 2F2-A9 19Gy, ¥ Positivkontrolle
Allophycocyanin Fluorochrom
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OVCAR migM DAK-GO8 IgM, x Isotypkontrolle
AFP-R 167H.1 IgM Analyse
mlgG; DAK-GO1 [e[CTIR Isotypkontrolle
Cytokeratin MNF116 IgGy, Positivkontrolle
Allophycocyanin Fluorochrom
JEG-3 migM DAK-GO8 IgM, k Isotypkontrolle
AFP-R 167H.1 IgM Analyse
mlgG; DAK-GO1 [e[CTIR Isotypkontrolle
Cytokeratin MNF116 [e[CTIR Positivkontrolle
Allophycocyanin Fluorochrom
Stromazellen  migM DAK-GO8 IgM, « Isotypkontrolle
der AFP-R 167H.1 IgM Analyse
Chorionzotten Pecam-1 (CD 31) WM-59 lgGy, k. Isotypkontrolle
Thrombomodulin,
Fetomodulin (CD 141) 1A4 19Gy, ¥ Isotypkontrolle
PDGFR (CD 140b) 28D4 1gGza, X Positivkontrolle
Von Willebrand Faktor 2F2-A9 19Gy, ¥ Isotypkontrolle
Anti-a-smooth-
1A4 [o[CPH Positivkontrolle
muscle-Actin
Allophycocyanin Fluorochrom
UMVEC migM DAK-GO8 IgM, « Isotypkontrolle
AFP-R 167H.1 IgM Analyse
Cadherin-5 (CD 144) 55-7H1 IgGy, k.  Positivkontrolle
Allophycocyanin Fluorochrom
Tab. 2. Zusammenfassung der verwendeten Antikérper
B. Nahere Beschreibung der verwendeten Antikdrper:

Anti-o-Smooth Muscle Actin

Monoklonaler,

FITC-markierter Antikorper,

der

als Positivkontrolle der

Stromazellen der Chorionzotten eingesetzt wurde. a-Actin findet sich als

Zytoskelettbestandteil in glatten Muskelzellen und myoepithelialen Zellen.
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Zytokeratin

Monoklonaler Antikdrper, der als Positivkontrolle fir die OVCAR und JEG-3
diente. Cytokeratin findet sich als Zytoskelettbestandteil in allen Zellen
epithelialen Ursprungs.

CD31 (PECAM)
CD 31 vermittelt die Wechselwirkung von Granulo-, Lympho-, Mono- und
Thrombozyten auf der einen Seite und Endothelzellen auf der anderen Seite
wahrend inflammatorischer Prozesse. Der monoklonale Antikérper gegen
CD31 war FITC-markiert und diente abhangig vom Zelltyp als Positiv- und
Negativkontrolle.

CD 140b (Platelet Derived Growth Factor Receptor)

Der als Positivkontrolle fir die Stromazellen der Chorionzotten eingesetzte
Antikérper reagiert mit dem PDGF-Rezeptor, der sich auf Stroma- und
Endothelzellen befindet und ist PE markiert.

CD 141 (Thrombomodulin, Fetomodulin)

Thrombomodulin wirkt als Antikoagulans und bindet Thrombin. Es ist auf
vaskularen Endothelzellen vertreten und dadurch spezifisch flr diese Zellen.
Der gegen CD 141 gerichtete monoklonale Antikérper ist PE markiert und

wurde abhangig vom Zelltyp als Positiv- und Negativkontrolle genutzt.

CD 144 (Cadherin)

Dieser monoklonale Antikérper erkennt CD 144, ein Antigen bekannt als
vascular endothelial (vc) — Cadherin, das die Zellinteraktionen zwischen
Endothelzellen vermittelt. Es diente als Positivkontrolle fur die HPMVEC und
die UMVEC.

Von Willebrand Faktor

Die Untereinheit von Faktor VIII beschleunigt die Thrombozytenadhéasion an

das Endothel uns somit die Blutgerinnung.
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C. Durchfihrung

Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgelést,
zentrifugiert (5 min bei 1200 U/min) und ausgezahlt. Die Ansétze, in denen
ein extrazellulares Epitop detektiert wurde, wurden in einer Konzentration von
ca. 200.000 Zellen/100 pl in Analyse-Réhrchen gegeben und nach Zugabe
von 25 ul FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) zur
Verringerung von unspezifischen Bindungen fur 30 min inkubiert. Dann
erfolgte die Zugabe der jeweiligen Primarantikérper und eine Inkubation von
45 min auf Eis im Dunklen. Nach Hinzufligen von FACS-Puffer (FACS Puffer:
500 ml Cell Wash (BD, Heidelberg), 0,25 g Natriumazid (Merck, Darmstadt),
59 BSA (Sigma-Aldrich)) und anschlieBender Abzentrifugation wurde das
entsprechende Fluorochrom dazugegeben und erneut fir 30 min auf Eis im
Dunklen inkubiert. Nach wiederholtem Spllen mit FACS-Puffer und
anschlieBender Abzentrifugation wurde jedem Probenréhrchen FACS-Puffer
zugegeben und bis zur Analyse auf Eis gelegt.

Flr die Detektion intrazellularer Epitope wurden 500.000 Zellen pro Analyse-
Réhrchen eingesetzt. Die Zellen wurden in Cytofix/Cytoperm (BD, Heidelberg)
resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender Zugabe von
PermWash-Puffer (BD, Heidelberg) wurden die Proben zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Dann wurden
die Zellen in PermWash (BD, Heidelberg) resuspendiert und jeweils 100 pl
der Zellésung auf Analyse-Rohrchen verteilt. Die weitere Farbung erfolgte wie

bei der extrazelluldren Farbung beschrieben.

D. Auswertung

Vor dem Messen mufB3 die elekironische Geréteeinstellung fir die Proben
optimiert werden, das heift das Gerat muB3 so eingestellt werden, daB die
interessierenden Zellpopulationen in den Diagrammen erscheinen. Es ist
auBerdem noétig, einen Referenzbereich festzulegen, um relative
Veradnderungen der Fluoreszenzintensitdten bestimmen zu kdénnen. Dies

geschieht mit ungefarbten Zellen bzw. Zellen, die mit Isotypenkontrollen oder
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nur mit den sekundaren Antikdrpern markiert sind. Anhand dieser Zellen
werden dann die Parameter des Gerétes eingestellt.

Bei jeder Messung wurden dann etwa 50 000 Zielzellen detektiert und
gespeichert. Hierbei wurden die Streulichtsignale in linearer, die
Fluoreszenzsignale in logarithmischer Verstarkung aufgenommen. Da
Zellpopulationen unterschiedliche Fluoreszenzmerkmale und
Streulichteigenschaften haben, kann um die interessierende Zellpopulation
eine Grenzlinie gezogen werden. Die so durch eine Region ausgewdhlte
Population wird flr die Einstellung der Fluoreszenzdetektoren verwendet.
Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der CellQuest Pro Software (BD), indem
die Zellen als Punkiwolken (,Dot Plots®) dargestellt wurden. SchlieBlich
wurden die Daten mit Hilfe von Quadrantenstatistiken ausgewertet. Hierbei
werden jeweils zwei Fluoreszenzintensitaten gegeneinander dargestellt und
das Diagramm in vier Quadranten unterteilt. So ergeben sich z.B. bei der
Darstellung FL 1 (x- Achse) vs. FL 2 (y- Achse) folgende Zuordnungen:

UL Oben links nur FL 2 +
UR Oben rechts FL1+undFL2 +
LL Unten links FL1-und FL 2 -

LR Unten rechts nur FL 1 +

Die Statistik gibt jeweils an, wie viel Prozent der detektierten Zellen sich in
welchem der Quadranten befinden. Auf diese Weise ist es mdglich genaue
Aussagen Uuber die interessierende Zellpopulation in Bezug auf deren
Fluoreszenz und somit die Intensitdt der Expression von Antigenen auf der

Zelloberflache bzw. im Zellinneren zu machen.
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224 Sodium Dodecyl Sulfat — Polyacrylamid Gel Elektrophorese
(SDS-PAGE)

Durch den Gebrauch eines denaturierenden SDS-Geles ist es mdglich,
Proteine anhand ihrer GréBe aufzutrennen. Ein Sodium Dodecyl Sulfat —
Polyacrylamid Gel setzte sich zusammen aus polymerisiertem Acrylamid und
Bisacrylamid, SDS, verschiedenen Puffern, TEMED und Ammonium Persulfat
(APS).

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) selbst ist eine starkes Anion und kompensiert
durch die Inkubation mit dem Proteingemisch die unterschiedlichen
Eigenladungen. Es bindet in konstantem Verhaltnis an Proteine (1,4 g SDS/g
Protein). Alle Protein — SDS weisen folglich eine Nettonegativiadung auf,
sodass nur die GroBe der Protein — SDS — Komplexe maBgeblich fur die
Auftrennung der Proteinlésung ist. Durch die nur im Probenpuffer enthaltenen
Reduktionsmittel (DTT) wird die Quartar-/Tertidrstruktur der Proteine
aufgehoben. Die SDS — Molekile erhalten ihre Linearisierung aufrecht.

Die denaturierten SDS-Polypeptide wandern in Abhéngigkeit von ihrer
Molmasse durch das Gel, wobei Molekile mit niedrigem Gewicht schneller
migrieren als Schwerere. Faktoren wie die Gel-Dicke, die Stromstarke und der
Grad der Erwarmung beeinflussen die Effizienz der Proteinauftrennung.
Polyacrylamidgele entstehen durch die Polymerisation von
Acrylamidmonomeren CH,=CH-CO-NH, und dem Komonomer Bisacrylamid
CH>=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH,. (Andrews, 1986) (Hames, 1981)
(Allen et al., 1984) (Chrambach, 1985) (Chrambach & Rodbard, 1971). Reine
Polyacrylamidgele enthalten ausschlieBlich lineare Polyacrylamidketten. Setzt
man dagegen Bisacrylamid hinzu, so entsteht ein dreidimensionales, poriges
Polyacrylamidnetzwerk. (Rodbard & Chrambach, 1970). Die Gr6Be dieser
Poren ist durch das prozentuale Verhaltnis von Acrylamid und Bisacrylamid
festgelegt und kann je nachdem zu erwartenden Molekulargewicht des zu
analysierenden Proteins variiert werden.

Die Polymerisation der Acrylamidmonomere wird durch freie Radikale initiiert,
die durch die Reduktion von Ammoniumpersulfat (APS) durch TEMED zur
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Verfligung gestellt werden. (Sambrook & Russel, 2000). TEMED wirkt also als
Katalysator und beschleunigt die Polymerisation.

Sie (die Polymerisation) wird bei niedrigem pH inhibiert (Sambrook & Russel,
2000).

Es wurde von Lammli et al etablierte Elektrophorese Methode verwand.
(Lammli, 1970; Andrews, 1986; Hames, 1981; Allen et al., 1984; Blackshear,
1984). Dabei werden zwei unterschiedliche Gele (Trenn- und Sammelgel) in
einem System zusammengefaBt. Die Gele unterscheiden sich in ihrem pH,
ihrer PorengréBe und ihrer Ladung. Die Aufgabe des Sammelgels besteht in
der Konzentration groBer Probenvolumina , sodaB die Proteine in verdichteter

Form in das Trenngel eintreten. Dort werden sie anschlieBend aufgetrennt.

A. Versuchsaufbau, -vorbereitung und -durchfihrung

Der Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde das von Lammli etablierte Protokoll
(Lammli et al., 1970) zugrunde gelegt und modifiziert.

Fir die Probenvorbereitung wurden die unterschiedlichen Zellinien (JEG-3,

HPMVEC, HUVEC, Stromazellen der Chorionzotten) nach im Labor

etablierten Methoden kultiviert (Lindl, 2000). Sie wuchsen in beliifteten 6-well-

Platten (Amersham Biosciences, Freiburg) bei 37°C und 5% CO»>-Atmosphére

in den obern beschriebenen Kulturmedien. Die subkonfluenten Zellen wurden

anschlieBend nach Pufferung mit Phosphat Buffered Saline (PBS) durch 250

ul Lysis Buffer mithilfe eines Zellschabers von ihrem Untergrund abgeldst und,

nach 20-mindtiger Inkubation, fir 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert.

AnschlieBend erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

(Lowry et al., 1951). Es wurden 25 ug Lysat/ Tasche aufgetragen.

Der Gellauf erfolgte im Lammli-Puffer (10* Tris/Glycine/SDS Buffer, Biorad
Laboratories GmbH, Minchen) in der Bio-Rad-Mini-Gel-Kammer (Biorad
Laboratories GmbH, Munchen). Die Proteine durchliefen zur Konzentrierung
zunéchst ein Sammelgel (1 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 % SDS) bei 60V, um dann
im 10%igen Trenngel (1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,4 % SDS) bei 150 V separiert

Zu werden.
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Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel vorsichtig aus der
Apparatur genommen, das Sammelgel mittels Spacer entfernt und das

Trenngel fir den Western Blot vorbereitet.
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225 Western Blot

Die Immunreaktion zwischen Antikdrper und spezifischem Antigen ist ein
wichtiges Hilfsmittel zur Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen.
Eine in diesem Zusammenhang sehr haufig angewendete Methode ist das
Western Blotting. Diese Methode macht es mdglich, ein spezifisches Protein
in einem Proteingemisch durch den Gebrauch eines Antikérpers
nachzuweisen.

Dazu wird das im SDS-PAGE aufgetrennte Proteingemisch auf eine Nylon-
oder PVDF (Polyvinylidendiflourid)-Membran transferiert.

Es gibt mehrere Mdglichkeiten flr das weitere Vorgehen: In einem direkten
Test kdnnen die Proteine mit einem radioaktiv-, enzymatisch- oder mit einem
Fluoreszenzchromophor markierten Antikdrper inkubiert werden.

In einem indirekten Test erkennt ein spezifischer Primarantikbrper das zu
untersuchende Protein. Die an den Sekundarantikbrper gekoppelten Peroxide
setzen nach Zugabe von Substrat eine Chemilumineszenzreaktion in Gang,
die auf einem Film festgehalten wird. Dadurch koénnen Kkleinste

Proteinmengen (1-5 ng) detektiert werden.

Die Methode des Western Blots wurde das erste Mal von Towbin et al. 1979
beschrieben. Dabei wird das gleiche Prinzip wie im Southern Blot
angewendet. Beide unterscheiden sich nur im untersuchten Material.
Wahrend man beim Southern Blot DNA analysiert, beschrankt sich der
Western Blot auf Proteine.(Towbin et al., 1979, Towbin & Gordon 1984)

Ein groBer Vorteil des Western Blots liegt im Nachweis auch Kkleinster
Proteinmengen (im Bereich von 1 bis 5 ng) in einem Proteingemisch. Des
weiteren wird durch den Gebrauch des denaturierenden SDS die Aggregation
und Koprazipitation mit unspezifischen Proteinen, kurz die unspezifische und
ungewollte Hintergrundfarbung, verringert bzw. vermieden (Sambrook &
Russel, 2000).

Ein Nachteil der beim Western Blot oft angewendeten monoklonalen
Antikérper liegt in der Fahigkeit unspezifische Bindungen mit anderen
Proteinen im Proteingemisch einzugehen (Sambrook & Russel, 2000).
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A. Versuchsdurchfiihrung

Nachdem das Proteingemisch in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
wurde, wurde das Sammelgel anschlieBend mittels Spacer entfernt und das
Trenngel 5 min. in den Blotpuffer gelegt (Premixed 10* Tris/Glycine Buffer,
Biorad, Mlinchen). Des weiteren wurden zwei Pads in Blotpuffer eingeweicht
und die PVDF (Polyvinylidendiflourid)-Membran (Hybond-P; PVDF
Transfermembran; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) laut Anleitung
vorbereitet. Dazu wurde sie zunachst 10 Sekunden in 100%igem Methanol
(Riedel-deHaén) und anschlieBend 5 min in destilliertem Wasser gewaschen.
Nun wurde der Blot vorsichtig aufgebaut: alle Teile wurden in folgender
Reihenfolge in die Vorrichtung eingesetzt: Pad, Filterpapier, Gel, Membran,
Filterpapier, Pad und nach Angabe des Herstellers montiert. Dabei muBten
stérende Luftblasen im System verhindert werden. Jetzt wurde die
Vorrichtung in die Kammer gesetzt, die bis zur oberen Markierung mit
Blotpuffer (Premixed 10* Tris/Glycine Buffer; Biorad, Munchen) aufgefullt
wurde.

Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte nun innerhalb von 45
Minuten bei 50V auf Eis.

AnschlieBend wurde die Membran zunachst mit dem Primarantikérper (Maus
Anti-a-Fetoprotein (AFP) Rezeptor Antikérper; Chemicon International) in
einer Verdinnung von 1:500 und dann mit dem 1:2000 verdinnten
Sekundarantikdrper  (Meerrettichperoxidase —  konjugiert, Amersham
Biosciences, Freiburg) jeweils 1h inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten
wurde die Membran 3 x 5 min mit PBS/Tween gewaschen

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte nach 3 x 5 min Waschen mit
PBS/Tween mittels des ECL Western Blotting Analysis Systems (ECL Plus
Western Blotting Detection System; Amersham Biosciences, Freiburg). Durch
die enzymatische Umsetzung des Subtrates ECL™ durch die am
Zweitantikorper gekoppelte Peroxidase konnte das Protein durch frei
werdende Lichtemission auf einem Film (Hyperfilm, Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) festgehalten werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Expressionsanalyse des AFP Rezeptors

Es gibt Evidenzen, dass durch AFP Bindung nicht nur der entsprechende
Rezeptor aktiviert wird sondern es in Folge auch zu einer Internalisierung des
APF/AFP Rezeptor Komplexes kommt. Auf diesem Wege kénnen an AFP
gebundene Molekule in die Zelle transportiert werden, aber auch AFP scheint
auf diesem Wege vom fetalen in das maternale Kompartiment der
fetomaternalen Einheit transportiert zu werden. Zur Verifizierung dieser
Befunde wurde die intra- und extrazellullare Lokalisation des AFP-Rezeptors
mittels der Durchflusszytometrie analysiert. Es wurden sowohl maternale
(UMVEC) als auch fetale mikrovaskulare Endothelzellen (HPMVEC) als auch
makrovaskulare Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC) und Stromazellen
der Zotten sowie humane Chorionkarzinomzellen und ovariale Karzinomzellen
in unterschiedlichen Passagen untersucht, wobei keine Anderung in den
einzelnen Passagen festgestellt werden konnte. Die Exprimierung erfolgt also
passagenunabhangig.

Alle im Folgenden gezeigten Daten stellen repréasentative Ergebnisse aus
jeweils drei unabhangigen Versuchen dar. Anhand der Analyse von HUVECS
(Abb. 6) werden die in allen Versuchen durchgeflihrten Kontrollen
exemplarisch vorgestellt.

Die Zellen wurden zunachst unmarkiert im Durchflusszytometer analysiert.
Zum einen wurde die Population der lebenden Zellen zur weiteren
Untersuchung eingegrenzt (Abb. 6A) und im Feld der unmarkierten Zellen der
2D-Dot-Blot Prasentation positioniert (Abb. 6B). Zum anderen erhalt man
Aufschluss Uber eine mdgliche stérende Autofluorenszenz der Zellen, die hier
nicht vorhanden ist (Abb.6B). Um unspezifische Bindungen des
Primarantikérper zu erkennen, werden Antikérper, die genauso markiert sind
wie der Primarantikdrper und dem gleichen Isotyp entsprechen allerdings kein
spezifisches Epitop erkennen, als so genannte Isotypkontrolle in FACS-
Analysen integriet (Abb. 6C). Unspezifische Bindungen des
Sekundarantikdrpers kdnnen in Ansatzen herausgearbeitet werden in denen

der Primarantikdrper nicht hinzu gegeben wird (Abb.6D). Die Untersuchung
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des AFP Rezeptors ergab, dass 28% der HUVECs in Passage 5 den
Rezeptor auf der Zelloberflache prasentieren. Die gleichzeitige Detektion
zweier endothelialer Marker (CD 31 und CD 141) in Abb.6E zeigt mit 93,8%
die hohe Reinheit der Endothelzellpopulation.
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Abb.6 A-F. Analyse der extrazellularen AFP-Rezeptor Lokalisation.
HUVEC der Passage 5 wurden entweder ohne Antikérper
durchflusszytometrisch analysiert (A, B) oder nach Zugabe eines mit
Allophycocyanin (APC) markierten Antikérper des gleichen Isotyps wie der
Primarantikérper (C) oder nur mit dem Sekundarantikdrper (D) oder mit einem
Antikdrper gegen den AFP Rezeptor (E) markiert. Zellen in Ansatz (F) wurden

mit Antikdrpern gegen CD 31 und CD 141 analysiert.
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G. AFP-Rezeptor H. Isotypkontrolle . Von Willebrand Faktor
intrazellullar
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Abb.6 G-J. Analyse der intrazellularen AFP-Rezeptor Lokalisation in
HUVEC. HUVEC der Passage 5 wurden mit folgenden Antikérpern analysiert:
Anti-AFP-Rezeptor (G), Isotypkontrolle (H), Anti-von-Willenbrand-Faktor (I)
und Sekundarantikérper (J). Die Analyse zeigte, dass HUVEC den AFP-
Rezeptor zu 94% intrazellullar exprimieren.
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Abb.7. Analyse der extra- und intrazellularen AFP-Rezeptor Lokalisation in
HPMVEC. HPMVEC der Passage 7 wurden wie bei der Untersuchung der HUVEC
analysiert. Dabei wurden die Ansatze mit Antikérpern gegen den AFP Rezeptor (A/B)
sowohl intrazellullar als auch extrazellullar markiert. Zellen in Ansatz (C) wurden mit
Antikérpern gegen den von-Willebrand-Faktor untersucht. Es konnte eine
extrazellulare AFP-Rezeptor Expression bei 24% und eine intrazellulare AFP-
Rezeptor Expression bei 98% der gesamten Zellpopulation dargestellt werden. Die
auch hier durchfihrten Kontrollen wurden nicht abgebildet, da sie mit den in Abb.I

gezeigten Kontrollen korrelierten.
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Abb.8 A-F. Analyse der extra- und intrazellularen AFP-Rezeptor
Lokalisation in Stromazellen der Chorionzotten. Stromazellen der
Chorionzotten in Passage 7 wurden mit folgenden Antikdrpern analysiert:
Anti-AFP-Rezeptor extrazellullar (A) und intrazellullar (D), Anti-CD 31/ CD 141
(B), Anti-CD 31/ CD 140b, Anti-a-Aktin (E) und Anti-von-Willebrand-Faktor (F).
In dieser Untersuchung wiesen 4.79% der Zellpopulation das AFP-Rezeptor
Epitop extrazellular und 3.5% intrazellular auf.
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A. AFP-Rezeptor B. AFP-Rezeptor C. Cytokeratin
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Abb.9 A-C. Analyse der extra- und intrazellularen AFP-Rezeptor
Lokalisation in Humanen Chorionkarzinomzellen. Humane
Chorionkarzinomzellen wurden wie bei der Untersuchung der HUVEC
analysiert. Dabei wurden die Ansatze mit Antikérpern gegen den AFP
Rezeptor (A/B) sowohl intrazellullar als auch extrazellullar markiert. Zellen in
Ansatz (C) wurden mit Antikérpern gegen Cytokeratin untersucht. In dieser
Analyse exprimierten bis zu 33.3% der Zellpopulation ein extrazellulares und
ca. 97.3% ein intrazellulares AFP-Rezeptor Epitop. Die Isotyp- und
Negativkontrollen entsprachen den in Abb.| aufgefihrten Abbildungen.

A. AFP-Rezeptor B. AFP-Rezeptor
extrazellullar intrazellullar
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= =

Abb.10 A-B. Analyse der extra- und intrazellularen AFP-Rezeptor
Lokalisation in Humanen Ovarialen Karzinomzellen. In dieser Analyse
wurden die Ansatze mit Antikérpern gegen den AFP Rezeptor (A/B) sowohl
intrazellullar als auch extrazellullar markiert Die auch hier durchflhrten

50



Kontrollen wurden nicht abgebildet, da sie mit den in Abb.l gezeigten
Kontrollen korrelierten. Die Humanen Ovarialen Karzinomzellen weisen eine
extrazellullare Exprimierung der AFP-Rezeptor Epitope bei bis zu 22.96% der
Gesamtzellpopulation auf. Die intrazellulare Expression lag bei 98.6%.
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extrazellullar intrazellullar
o utetine + HPRVEC 004 o 24.07.03 HUMYEC intrs, 003

TR

103

AFFP++FE
102
AFFF-APC

102

10!
10!

=

wd oot e g w? ol e e gpd
FL1-Height FL1-Height

Abb.11 A-B. Analyse der extra- und intrazellularen AFP-Rezeptor
Lokalisation in Humanen Uterinen Mikrovaskuldaren Endothelzellen. In
dieser Untersuchung wurden Anti-AFP-Rezeptor-Antikérper zur Detektion
extra- (A) und intrazellullarer Epitope verwendet Es zeigte sich eine 6.55%ige
extrazellulare Exprimierung der AFP-Rezeptor Epitope. Intrazellular stellten
sich ca. 91.8% der Zellpopulation als AFP-Rezeptor Epitop-exprimierend dar.
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3.2. Immunhistochemische in vivo Expressionsanalyse des
AFP-Rezeptors

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen in vitro Versuche boten Anlass,
die AFP-Rezeptor Expression in vivo zu verifizieren. Mit Hilfe einer
immunhistochemischen LSAB Untersuchung (Labeled Strepavidin Biotin)
wurden plazentare Kryogewebeschnitte aus den 3
Schwangerschaftstrimestern analysiert. Als Isotypen- bzw. Negativkontrolle
wurde Maus IgG+ sowie TBS-Puffer in einer Verdiinnung von 1:50 verwendet.
Anhand dieser Methode konnte gezeigt werden, dass der AFP-Rezeptor
sowohl im zweiten als auch im dritten Trimester an der Zelloberflache der
plazentaren Endothelien exprimiert wird. Fir das 1.Trimester wurden keine
entsprechenden Ergebnisse gefunden. Ferner lieB sich eine Zunahme der
AFP-Rezeptor Expression mit steigender Schwangerschaftsdauer darstellen.
Die Pfeile in den folgenden Abbildungen VII und VIII deuten auf die
angefarbten endothelialen AFP-Rezeptoren der HPMVEC hin.

Die Abbildungen stellen reprasentative Ergebnisse aus 5 verschiedenen

Versuchen dar.
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A. Isotypkontrolle B. AFP-Rezeptor

Abb. 12. Detektion plazentarer membransténdiger AFP-Rezeptor Epitope
in der 20.SSW: Fotografien der immunhistochemischen LSAB-Analyse eines
plazentaren Kryogewebeschittes der 20.SSW in 200facher VergréBerung. Die
Pfeile (—) deuten auf angefarbte AFP-R exprimierende Endothelzellen der
Choriozotten hin.

53



A. Isotypkontrolle B. AFP-Rezeptor

der 39.SSW: Fotografien der immunhistochemischen LSAB-Analyse eines

plazentaren Kryogewebeschittes der 39.SSW in 200facher VergréBerung. Die
Pfeile (—) weisen auf AFP-R exprimierende Gefasswénde der Chorionzotten
hin. Es konnte ein Zuwachs der AFP-R Epitop tragenden Zellen mit
steigender Schwangerschaftsdauer festgestellt werden.
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3.3. Verifizierung des AFP-Rezeptor Epitops

Um die Befunde der durchflusszytometrischen Analyse zu bestatigen und das
Epitop zu verifizieren gegen das sich die verwendeten AFP-Rezeptor-
Antikérper richten, wurde eine Sodium Dodecyl Sulfat—Polyacrylamid Gel
Elektrophorese (SDS-PAGE) und ein Western Blot durchgefiihrt. Es wurden
sowohl plazentare mikrovaskulare Endothelzellen (HPMVEC) als auch
makrovaskulare Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC) und Stromazellen
der Zotten sowie humane Chorionkarzinomzellen in unterschiedlichen
Passagen untersucht, wobei keine Anderung in den einzelnen Passagen
festgestellt  werden konnte. Die Exprimierung erfolgt  also
passagenunabhangig. Alle im Folgenden gezeigten Daten stellen
reprasentative Ergebnisse aus jeweils drei unabhangigen Versuchen dar.

Die kultivierten Zelllinien wurden zunachst fir die Anlayse vorbereitet, lysiert
und anschlieBend in die Geltaschen pipettiert. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung erfolgte der Proteintransfer auf eine PVDF-Membran. Danach
wurde die Membran zun&chst mit dem Primarantikdrper in einer Verdinnung
von 1:500 und dann mit dem 1:2000 verdlinnten Sekundarantikérper jeweils
1h inkubiert. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels des ECL
Western Blotting Analysis Systems.

In dieser Untersuchung konnte das AFP-Rezeptor-Epitop in allen analysierten

Zelllinien als 67.5 kDa groBes Epitop bestatigt werden.

Abb.14. Verifizierung des AFP-Rezeptor-Epitops. Kultivierte Zelllinien
wurden einer Anlayse mittels Sodium Dodecyl Sulfat—Polyacrylamid Gel
Elektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blots unterzogen. Der AFP-
Rezeptor-Antikérper diente als Priméarantikérper. Die untersuchten Zelllinien
HUVEC (1), HPMVEC (2), Stromazellen der Chorionzotten (3) und humane

Chorionkarzinomzellen (4) bestatigten das 67.5 kDa grosse Epitop.
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4. Diskussion

Die biologischen Aufgaben des a-Fetoproteins bestehen hauptséchlich im
Transport und in der Aktivitdtsmodulation von Liganden, die der
Zelldifferenzierung und der fetalen Entwicklung dienen, wie z.B. Retinsaure,
Bilirubin (Deutsch, 1991; Mizejewski, 1997) und mehrfach ungeséattigte
Fettsauren, die als Vorlaufer der Eicosanoide und zahlreicher vasoaktiver
Substanzen gelten (Westphal, 1986; Vallette et al., 1989; Deutsch, 1991).
Ferner reguliert AFP bzw. seine Liganden durch Kontrolle der Apoptose
(Laderoute & Pilarski, 1994) das Zellwachstum (Soto & Sonnenschein, 1980;
Toder et al., 1983; Mizejewski, 1997). Diese wachstumsregulierende Wirkung
konnte in der Plazenta, im lymphoiden System sowie in Neoplasien
nachgewiesen werden (Mizejewski et al., 1996). AFP und seine Liganden sind
auch in Immunmodulationsprozesse wie z.B. Entziindungsreaktionen
eingebunden und dienen als Immunregulatoren wahrend der
Schwangerschaft (Ruoslahti & Sepéala, 1970; Deutsch, 1991; Mizejewski,
1997).

In der Literatur gibt es einige sowohl experimentelle als auch klinische
Hinweise, dass AFP direkt oder auch indirekt in der GefaBentwicklung eine
wichtige Rolle spielen kénnte. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression
von AFP mit der GefaBdichte einige Tumoren positiv korreliert (Koide et al.,
1999; Gershwin et al., 1980; Mizejewski, 1983; Mizejewski, 1989).

Unter Berlcksichtigung der vorliegenden Studien kann AFP als wertvoller

Marker fur das Vorliegen physiologischer Verhaltnisse im Rahmen der

Schwangerschaft genutzt werden.
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4.1. AFP als angiogener Faktor

Die physiologischen Aufgaben des a-Fetoproteins sind zwar noch nicht
vollstandig geklart, es Iasst sich aber erkennen, dass es durch seine Rolle in
Immunmodulationsprozessen, in der Wachstumsregulierung,
Ligandenbindung und —transport eine signifikante Rolle fir das Wachstum
und fir die optimale Entwicklung des Fetus und der Plazenta zu spielen
scheint. Schwankungen der AFP Konzentration im maternalen Serum
auBerhalb des physiologischen Bereichs sind mit einer Vielzahl von
Erkrankungen wie Neuralrohrdefekten, Down-Syndrom, Preklampsie und
intrauteriner Wachstumsretardierung verbunden. Daher gilt AFP unter
anderem als ein Marker fur das fetale Wohlbefinden.

Die Expression von AFP kann schon sehr frih in der Schwangerschaft
detektiert werden und dessen Konzentration korreliert positiv. mit der
vaskularen Adaptation wahrend der Schwangerschaft. In der Literatur gibt es
einige sowohl experimentelle als auch klinische Hinweise, dass AFP direkt
oder auch indirekt in der GeféaBentwicklung eine wichtige Rolle spielen
kénnte. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von AFP mit der
GefaBdichte einige Tumore positiv korreliert (Koide et al., 1999). Liang et al.
(2004) untersuchten AFP als proangiogenen Faktor in der fetomaternalen
Einheit und konnten belegen, dass AFP im CAM-Assay (chick chorioallantoic
membrane) die Angiogenese induziert und dass die Expression eines AFP-
Bindungsproteins (AFP-Rezeptor) auf die Gefasswande der Chorionzotten
beschrankt ist. Dies indiziert, dass AFP im fetalen Kreislauf an das vaskulare
Endothel gebunden wird und nachfolgend intrazellulare Signalkaskaden
auslést. Ferner konnten sie in Spheroid-Sprouting- und Microcarrier-Beads-
Sprouting-Assays AFP als angiogenen Faktor an drei endothelialen Zelllinien
(Humane Plazentare Mikrovaskulare Endothelzellen und Humane Uterine
Mikrovaskulare Endothelzellen, Humane Umbilicale Vaskulare
Endothelzellen) der fetomaternalen Einheit nachweisen, wobei die HPMVEC
positiver auf eine Stimulation mit AFP reagierten als HUMVEC. In den
Untersuchungen hatte AFP allein keinen proliferativen Einfluss auf HUVEC,

aber in Kombination mit VEGF konnte ein angiogener Effekt belegt werden.
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Unsere eigenen Untersuchungen bestatigten diese Ergebnisse: wir konnten
den AFP-Rezeptor in einem fetalen in vitro Modell als membransténdigen
Rezeptor auf kultivierten Zellen der fetomaternalen Einheit wie zum Beispiel
auf HPMVEC, HUMVEC, HUVEC und auf Zellen des Trophoblasten
nachweisen. Unsere Erkenntnisse korrelierten mit den Studien von Liang et
al, da das AFP-Rezeptor Epitop in grosserem Umfang auf den HPMVEC
(24%) als auf den HUMVEC (6,55%) exprimiert wurde. In unseren
immunhistochemischen in vivo Untersuchungen konnten wir zeigen, dass der
AFP-Rezeptor sowohl im zweiten als auch im dritten Trimester an der
Zelloberflache der Endothelien der Chorionzotten exprimiert wird. Ferner lie3
sich eine Zunahme der AFP-Rezeptor-Immunreaktivitdt mit steigender
Schwangerschaftsdauer darstellen, was auf eine Zunahme der AFP-
Rezeptor Expression schliessen lasst.

Eine weitere klinische Studie konnte eine positive Korrelation zwischen
mitterlicher Serumkonzentrationen von AFP (MS AFP) und fetoplazentarer
Hypoxie nachweisen (Spong et al, 1997) und identifizierte AFP so als

angiogenen Faktor.

58



4.2. Rolle von AFP als Transportprotein

AFP erreicht im fetalen Blut hohe Konzentrationen, passiert die Plazenta und
kann im maternalen Blut nachgewiesen werden. Besonders hohe
Konzentrationen wurden in der retroplazentaren Zirkulation gemessen
(Dudich et al., 1998). Newby et al. (2005) untersuchten die Expression von
AFP und dessen Rezeptors an gesunden humanen Plazenten zum
errechneten Geburtstermin. Immunhistochemische Analyse und Western
Blots zeigten dabei eine ausgepragte Prasenz von AFP im Zottengewebe. Die
Untersuchung der AFP mRNA Expression mittels PCR konnte keine AFP-
Synthese im plazentaren Zottengewebe nachweisen. Ferner konnte der AFP-
Rezeptor als ein Zelloberflachenrezeptor durch immunhistochemische
Untersuchungen und durch Western Blots identifiziert werden.

Diese Ergebnisse stimmen mit neueren Untersuchungen von Lafuste et al.
(2002) Uberein, in denen AFP mRNA und AFP (Protein) in plazentarem
Zottengewebe und kultivierten Trophoblasten am errechneten Geburtstermin
nicht nachgewiesen werden konnte. Sie leiteten zu der Annahme, dass AFP
durch einen Rezeptor vermittelten Transport vom fetalen Blut durch die
plazentaren Zotten hindurch in den maternalen Kreislauf gelangt. Dabei wird
AFP vom fetalen Kreislauf durch das fetale Geféssendothel und durch
vaskulare Muskelzellen hindurch in das Vvillése Stroma und den
Zytotrophoblasten transportiert. Es wird anschlieBend vom
Synzytiotrophoblasten aufgenommen und in den maternalen Kreislauf
abgegeben. Die zunehmende Permeabilitdt der plazentaren Schranke zum
errechneten Geburtstermin kdnnte auBerdem einen Anteil am Transfer des
fetalen Proteins in das maternale intervilldse Blut haben (Malek et al., 1998).
Eine AFP Aufnahme durch Rezeptor vermittelte Endozytose wurde bereits in
humanen  B-Lymphomzellen, humanen Mammakarzinomzellen und
plazentaren Trophoblastenzellen belegt (Villacampa et al., 1984; Torres et al.,
1992;.Moro et al., 1993; Laderoute et al., 1994; Lorenzo et al., 1996).

In unseren Untersuchungen konnte der AFP-Rezeptor in einem fetalen in vitro
Modell als membranstandiger Rezeptor auf kultivierten humanen plazentaren
mikrovaskularen Endothelzellen (HPMVEC) nachgewiesen werden. Die

Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse spiegeln dies in vivo wider.
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Auch auf maternaler Ebene konnten Anhaltspunkte fir die Hypothese des
intervilldsen AFP Transports in vitro gefunden werden, da der AFP-Rezeptor
auch auf humanen uterinen mikrovaskuldren Endothelzellen (HUMVEC)
nachweisbar war.

Die in der Durchflusszytometrie gefundene intrazellular deutlich erhéhte AFP-
Rezeptor Expression sowohl der HPMVEC als auch der HUMVEC und
HUVEC geben Anhalt darauf, dass es sich um bereits internalisierte

Rezeptoren handelt kdnnte, die AFP zum maternalen Kreislauf transportieren.

Brownbill et al. (2000) untersuchten den Transport von AFP in der Plazenta
mithilfe eines Perfusionsystems. Laut dieser Ergebnisse scheint der AFP-
Transport nur von fetaler Seite in Richtung zum maternalen Kreislauf
stattzufinden. Immunhistochemische Analysen deuteten darauf hin, dass der
Transport zum maternalen Kreislauf durch parazellulare Diffusion durch sich
in Licken des Synzytiotrophoblasten befindene fibrinoiden Ablagerungen
erfolgen kénnte. Ausserdem kénnte in der Dezidua enthaltenes AFP durch in
der Basalplatte enthaltene Gefasse den maternalen Kreislauf erreichen.
Allerdings konnten die Studien von Lafuste et al. (2002) und Newby et al.
(2005) diese Hypothese nicht bestatigen.
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4.3. Endokrine Funktionen von AFP

Neben der Rolle als angiogener Faktor und den Transportaufgaben erfullt
AFP noch weitere Funktionen. Es spielt eine wichtige Rolle in der Bindung
und Aktivitdtsmodulation von Liganden, die der Zelldifferenzierung und der
fetalen Entwicklung dienen, wie z.B. Retinsaure und Bilirubin (Deutsch, 1991;
Mizejewski, 1997). Eine besondere Bedeutung erfillt AFP in der Bindung von
mehrfach ungesattigten Fettsauren, die Vorlaufer der Eicosanoide und
zahlreicher vasoaktiver Substanzen sind (Westphal, 1986; Vallette et al.,
1989; Deutsch, 1991). Parmelee et al. beschrieben 1978 die Bindung von funf
ungesattigten Fettsduren an humanem AFP: Stearinsaure, Olsaure,
Linolens&dure, Docosahexaenséure und Arachidonsaure. In Studien von Anel
et al. (1990) und Aussel et al. (1983) konnte belegt werden, dass AFP ferner
eine wichtige Rolle im Transport der gebundenen Liganden in die sich
entwickelnden  Zellen  spielt. Dieser  Transport  durch  einen
Zelloberflachenrezeptor wurde von Aussel et al. (1983), Nishihira et al. (1993)
und von Mizejewski et al. (2001) an T-Lymphozyten und Tumorzellen
untersucht. AFP bindet zunachst an den Zelloberflachenrezeptor,
anschlieBend wird die transportierte Fettsdure mittels Endozytose
aufgenommen und innerhalb der Zelle mithilfe eines spezifischen Fettsduren-
Bindungsproteins befordert.

Mehrfach ~ ungeséttigte  Fettsduren  wie  Docosahexaensaure und
Arachidonsdure sind essentiell fir eine harmonische fetale Entwicklung.
Besonderes in den letzten Wochen der Schwangerschaft besteht ein groBer
Bedarf an freien Fettsduren (Crawford et al., 1989; Coleman, 1989; Lafond et
al., 1994; Kuhn et al., 1986). Ungesattigte Fettsduren spielen eine wichtige
Rolle in der Vermittlung von metabolischen und endokrinen Funktionen in der
fetomaternalen Einheit. Ferner sind sie Vorstufen der Eicosanoide und daher
direkt oder auch indirekt in die Kontrolle der kontraktilen Aktivitat von
vaskularen plazentaren und uterinen Muskelzellen involviert. Auch das
Endothel unterliegt diesen Funktionen. Es exprimiert nicht nur
Oberflachenmolekiile und —rezeptoren, die ihre Adhasivitdit und

Koagulationsfahigkeit beeinflussen; sie wirken aktivierend auf die
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Blutgerinnung und inhibierend auf die Fibrinolyse durch die Synthese des
Gerinnungsfaktors V und des von- Willebrand- Faktors, Bindung und
Aktivierung der Gerinnungsfaktoren IXa und Xll, sowie Sekretion eines
Inhibitors der Plasminogenaktivatoren (PAI | und Il). Im Gegensatz dazu
besitzt das Endothel allerdings auch antithrombotische Eigenschaften. Dazu
gehéren die Synthese und Oberflachenexpression von Heparanproteoglykan
zur Inaktivierung von Thrombin, die Bindung und Inaktivierung von Thrombin
durch Thrombomodulin und die Sekretion der Protease Nexin. AuBerdem
kénnen Endothelzellen Plasminogenaktivatoren synthetisieren. Eine weitere
wichtige Funktion liegt in der Bildung von Prostazyclin (PGl,) und 13-
Hydroxylinolensdure (13-HODE) aus ungesattigten Fettsduren. Sie hemmen
unter anderem die Aktivierung und Adhé&sion von Thrombozyten und wirken
vasodilatierend.

Benassayag et al. (1997) untersuchten die Konzentrationen von Thromboxan
A2, mehrfach ungeséttigten Fettsduren und AFP an der fetomaternalen
Grenzflache. Sie konnten zeigen, dass die Konzentrationen von sowohl AFP
als auch der mehrfach ungeséttigte Fettsduren im intervilldésen Raum und im
fetalen Blut (vends und arteriell) signifikant héher waren als im maternalen
Kreislauf und miteinander korrelierten. lhre Ergebnisse indizieren, dass ein
transplazentarer Gradient flir AFP existiert, da die AFP Konzentrationen im
intervilldsen, umbilikal arteriell und vendésen Blut 100- bis 500-Fach hoher ist

als im maternalen Plasma.

AFP bzw. seine Liganden greifen durch Kontrolle der Apoptose (Laderoute &
Pilarski, 1994) in die Regulierung des Zellwachstums (Soto & Sonnenshein,
1980; Toder et al., 1983; Mizejewski, 1997) ein. Weitere Studien zeigen, dass
mehrfach ungeséttigte Fettsduren in der Freisetzung von sowohl pro-
apototischen (NO) als auch anti-apoptotischen vasoaktiven Faktoren in
vaskularen glatten Muskelzellen (Diep et al, 2000) und vaskulédren
Endothelzellen (Rizzo & Wu, 1999) involviert sind. Ferner konnte belegt
werden, dass AFP die Synthese von Prostaglandin E, in der humanen

Plazenta reduziert (Aussel, 1984) und dadurch indirekt in die Kontrolle der
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kontraktilen Aktivitdt der myometrialen oder plazentaren vaskularen
Muskelzellen involviert ist.

Wir untersuchten die AFP-Rezeptor Expression unter anderem an
Endothelzellen der fetomaternalen Einheit. Dort stellte sich das 67KD grosse
Rezeptor-Epitop als sowohl intra- als auch extrazellular exprimiertes Epitop
dar, wobei besonders der Grossteil intrazellular exprimiert wurde
(extrazellullar 6,5%-28%, intrazellullar 92%-98% der analysierten Zellen). Da
AFP als Transportprotein fir mehrfach ungesattigte Fettsduren gilt (Aussel et
al., 1983; Nishihira et al., 1993; Mizejewski et al., 2001), kann dies als
Hinweis darauf gewertet werden, dass es sich um bereits internalisierte
Rezeptoren handeln kénnte, die mehrfach ungeséttigte Fettsduren in die
Endothelzellen zur Synthese von endokrinen Metaboliten transportieren.

63



4.4. AFP und die Therapie onkologischer Erkrankungen

Die Synthese von AFP erfolgt nicht nur durch fetale hamatopoetische Organe
(Deutsch, 1991); es wird ferner von Tumoren im adulten Organismus gebildet.
Dazu zahlen das hepatozellulare Karzinom, das Chorionkarzinom und non-
seminomatdése Keimzelltumoren (Gitlin et al, 1972; Ruoslahti & Seppala,
1979; Tamaoki, 1983; Fausto, 1984).

Neben der Synthese spielt aber auch die Aufnahme von AFP in
proliferierende Zellen eine wichtige Rolle. Die Endozytose des a-Fetoproteins
wurde zunéchst sowohl bei Végeln als auch bei Sdugern in embryonalen bzw.
fetalen Zellen ekto-, meso- und endomalen Ursprungs beschrieben (Trojan &
Uriel, 1982). Weitere Studien zeigten eine Aufnahme von exogenem AFP in
Tumorzellen muskularer Abstammung (Uriel et al., 1983; Lorenzo et al.,
1996). Daher scheint AFP nur von sich differenzierenden Zellen, nicht aber
von undifferenzierten bzw. ausdifferenzierten Zellen, internalisiert zu werden.
Weitere experimentelle Studien wiesen in malignen Zellen auf eine Rezeptor-
vermittelte Endozytose hin (Hajeri-Germond et al., 1983; Uriel et al., 1981;
Uriel et al., 1983; Villacampa et al,, 1984 ). Das Konzept eines autokrinen
AFP/AFP-Rezeptor-Systems  konnte anhand von Aufnahme- und
Bindungsstudien in humanen Monozyten, aktivierten und ruhenden
Lymphozyten belegt werden (Esteban et al, 1993). Dieser autokrine
Regelkreis der AFP-regulierten Wachstumsstimulation konnte in weiteren
malignen Zelllinien bestatigt und eine enge Verbindung mit einer
endozytotisch-vermittelten Aufnahme von Liganden, besonders von mehrfach
ungesattigten Fettsauren, dargestellt werden (Torres et al., 1992; Uriel et al.,
1994). Unsere Ergebnisse konnten diese Annahme durch den sowohl intra-
als auch extrazellularen Nachweis des 67KD grossen Rezeptorepitops in

Chorionkarzinom- und ovariellen Karzinomzellen bestatigen.

Durch diese Funktionen kénnte AFP in Zukunft in der Diagnostik bzw. der
Therapie onkologischer Erkrankungen genutzt werden. In Studien bei an
hepatozellularem Karzinom erkrankten Mausen wurde die Suppression des
Tumorwachstums durch Gabe heterologer Antikdrper gegen AFP gezeigt
(Mizejewski & Dillon, 1979). Diese Methode konnte jedoch nicht in den
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klinischen Alltag Ubernommen werden, da die verabreichten Antikbrper von
Zellen des retikolendothelialen Systems phagozytiert werden. Dieser
Strategie dagegen entstammt die Nutzung von Antikdérpern zur gezielten
radiologischen Darstellung von Tumoren.

Eine weitere Moglichkeit der Nutzung von AFP in der Therapie von Tumoren
liegt im Transport und in der Aufnahme von an AFP-gekoppelte Liganden.
Eine Vielzahl von in der Onkolgie verwendeten Substanzen konnte an
humanes AFP gebunden werden (Lutsenko et al, 2000). Durch die
Konjugierung von Carmino-Mycin (ein antimykotisches Medikament der
Antracyclene) an AFP konnte das therapeutische Potential dieser Substanz
gesteigert werden (Beluskina et al., 2001); &hnliche Ergebnisse konnten mit
Antibiotika erreicht werden (Severin et al., 1999; Feldman et al., 2000). Es
konnte ferner belegt werden, dass an AFP-gekoppelte Substanzen eine
selektive Zytotoxizitdt gegen Tumoren in vitro zeigten (Severin et al., 1995).
Diese Steigerung der Zytotoxizitdt und Effizienz von AFP-konjugierten
Substanzen wurde in weiteren Studien an ovarialen Karzinomen und T-
Lymphoblastomen in vitro belegt (Severin et al., 1997). Neuere Studien legen
nahe, dass auch das Problem der Multiresistenz in Tumorzellen, speziell bei
Mamma- und Ovarialkarzinomen, durch die Bindung der Substanzen an AFP

umgangen werden kdnnte (Feldman et al., 2000).
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4.5. Ausblick

In Studien von Boura et al. (1994) und Al et al. (1995) konnte gezeigt werden,
dass eine Reduktion der AFP-Konzentration die Eicosanoid Synthese in der
Plazenta steigert und dadurch zur Entwicklung von plazentaren, durch
Vasokonstriktion bedingte Erkrankungen wie zum Beispiel der Pra-eklampsie
beitragen kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass AFP
sequenzielle und pluripotentielle Funktionen innnerhalb der Proliferation,
Differenzierung und immunologischer Phdnomene sowie der Enwicklung der
feto-maternalen Einheit hat.

Weitere Studien sind notwendig, um die plazentare Expression und den
Transport von AFP als auch die Rolle des a-Fetoproteins und dessen
Rezeptors in physiologischen und pathologischen Verhaltnissen in der
Schwangerschaft zu untersuchen. Die Rolle des a-Fetoproteins in der
Diagnostik und Therapie von onkologischen Erkrankungen unterliegt weiteren
Studien, die hoffentlich die Erfolg versprechenden Ergebnisse im Transport
und in der Aufnahme von an AFP-gekoppelte Liganden bestatigen kénnen.
Ferner wird es nétig sein, AFP als angiogenen Faktor zu etablieren und zu
untersuchen, ob AFP direkt oder via seiner Liganden seine Funktionen
ausubt.
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5. Zusammenfassung

Die Entwicklung der fetomaternalen Einheit mit seiner ha&mochorialen
Plazenta und deren uneingeschrénkte Funktion gestatten einen adaquaten
Gasaustausch  sowie  Transport von  Nahrstoffen und  fetalen
Stoffwechselprodukten zwischen Mutter und Fetus. Eine schlecht entwickelte
plazentare und uterine Vaskulatur ist oft mit fetalen
Wachstumsretardierungen, Frihaborten, hohem Risiko von intrauterinem
Fruchttod, hoher intra- und perinataler Mortalitdt und Morbiditat assoziiert.
Damit die Plazenta alle Funktionen adaquat austben kann, bedarf es eines
komplexen Zusammenspiels zahlreicher maternaler und fetaler Fakoren.
Dazu zahlt das onkofetale a-Fetoprotein (AFP). AFP konnte als angigener
Faktor und als wichtiges Transportprotein in der fetomaternalen Einheit
identifiziert werden. Es spielt eine wichtige Rolle in der Bindung und
Aktivitatsmodulation von Liganden, die der Zelldifferenzierung und der fetalen
Entwicklung dienen. Die Synthese von AFP erfolgt jedoch nicht nur in fetalen
hamatopoetischen Organen; es wird ferner von Tumoren im adulten
Organismus sezerniert. Ein membransténdiger Rezeptorkomplex fur AFP
konnte immunhistochemisch auf Oberflachen von Zellen embryonaler und
tumordéser Abstammung nachgewiesen werden. Durch Aufnahme- und
Bindungsstudien des AFP-Rezeptors wurde die Basis fur das Konzept eines
autokrinen AFP/AFP-Rezeptor-Systems geschaffen.

Die vorliegende Arbeit konnte in  gelelektrophoretischen  und
durchflusszytometrischen Untersuchungen Evidenzen daflr aufzeigen, dass
das 67kDa grosse AFP-Rezeptor-Epitop sowohl intra- als auch extrazellullar
in Zellen der fetomaternalen Einheit exprimiert wird. Die intrazellular deutlich
erhdhte Expression in den untersuchten Zellen endothelialer Herkunft gibt
Anhalt darauf, dass es sich um bereits internalisierte Rezeptoren handelt
kénnte, die AFP bzw. seine Liganden nach intrazellullar oder zum maternalen
Kreislauf transportieren. In den immunhistochischen Analysen an plazentaren
Kryogewebeschnitten aller Schwangerschafttrimester konnten diese in vitro
Untersuchungen in vivo bestétigt werden. Zusammenfassend zeigt die
vorliegende Arbeit Evidenzen fir die maBgebliche Rolle von AFP in der

physiologischen Entwicklung von Fetus und Plazenta.
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5. Summary

The development of the fetomaternal unit with its haemochorial placenta, the
vascular adaptation of the uterus and their unconfined function permit an
adequate gas exchange as well as transport of nutrients and fetal metabolites
between mother and fetus. An insufficiently developed placental and
abnormal uterine vascularization is often associated with fetal growth
restriction, prematurity, high risk for intrauterine death, as well as intra and
perinatal mortality and morbidity. Thus, to fulfil all placental functions
adequately, a complex interaction between numerous maternal and fetal
factors is required, one of them being the oncodevelopmental a-Fetoprotein
(AFP). AFP has been identified as a specific proangiogenic factor and is an
important transportation protein within the fetomaternal interface. The primary
roles of AFP are to ensure specific binding and modulation of the activities of
a number of ligands, which are essential in the cell differentiation of the
embryo and in the fetal development. Previous studies have shown that AFP
is not only secreted in fetal haemopoietic organs, but is also synthesised in
tumor tissue of adults. A specific membrane receptor for AFP has been
histochemically localised on the surfaces of cells originating from both
embryonal and tumor tissue. Thus, the uptake and binding analyses of a
receptor for AFP provided the basis for a concept of an autocrine AFP/AFP-
receptor system. The results of the presented study provide evidence through
fluorescence activated cell sorting analyses and through western blotting that
the 67kDa AFP-receptor epitop is expressed both intra- and extracellullarly in
cells of the fetomaternal unit. The high proportion of intracellular expression of
the AFP-receptor specifically in endothelial cells suggests that these could be
internalized receptors, which transport AFP or its ligands to the fetal-maternal
interface or into the chorionic villi. These in vitro analyses were confirmed
histochemically in frozen placental tissue of all trimesters and represented an
in vivo situation. Our results indicate the substantial significance of AFP for

the growth and development of both a healthy fetus and the placenta.
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