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1 Einleitung

Die Plazenta des Rindes produziert auRerordentlich hohe Ostrogenmengen. Primérer Synthe-
seort der trachtigkeitsassoziierten Ostrogene beim Rind ist der Trophoblast (Schuler et al.
1994, 2006a). Mit Ausnahme der letzten zwei Wochen der Tréchtigkeit dominiert im mater-
nalen Blut Estronsulfat deutlich tiber die freien Ostrogene Estron, Ostradiol-170 und B
(Hoffmann et al. 1997). Estronsulfat ist deutlich polarer als Estron und kann daher im Gegen-
satz zu den wesentlich lipophileren freien Ostrogenen die Zellmembran erheblich schlechter
via Diffusion Uiberwinden. Es bindet nicht an die klassischen nuklearen Ostrogenrezeptoren o
und B (Hahnel et al. 1973, Kuiper et al. 1997). Die Sulfatierung wird daher als ein wichtiger,
zur Inaktivierung und Ausscheidung biologisch aktiver Ostrogene fiihrender Schritt angese-
hen (Falany 1997).

Ein deutlicher Anstieg der freien Ostrogene wird erst in den beiden letzten Wochen der Gra-
viditat beobachtet (Hoffmann et al. 1997). Dieser wird im Allgemeinen im Zusammenhang
mit der VVorbereitung des weichen Geburtsweges auf die bevorstehende Geburt und der Euter-
anbildung gesehen. Die Bedeutung der bereits unmittelbar nach der Plazentation einsetzenden
Produktion trachtigkeitsassoziierter Ostrogene (Eley et al. 1979; Hoffmann et al. 1997) vor
dem prapartalen Zeitraum ist derzeit weitgehend unklar. Méglicherweise stellen beim Rind
die plazentaren Ostrogene keine Hormone im eigentlichen Sinn, sondern lokale Regelfaktoren
mit Bedeutung vor allem fur die Stimulation des Karunkelwachstums dar (Hoffmann und
Schuler 2002; Schuler et al. 2002; 2005).

In den Plazentomen des Rindes entsteht Estronsulfat durch die Sulfatierung von Estron. Die
Sulfatierung geschieht offensichtlich bereits unmittelbar im Anschluss an die Ostrogensynthe-
se in den Trophoblastriesenzellen (Hoffmann et al. 1976; Hoffmann 1983, Mattioli et al.
1984; Brown et al. 1987; Hoffmann et al. 2001, Schuler et al. 2006, Ushizawa et al. 2007). Es
stellt sich somit die Frage, wozu in der Rinderplazenta fast wahrend der gesamten Tréchtig-
keit groRe Mengen an Ostrogenen gebildet werden, wenn der bei weitem (iberwiegende Anteil
das maternale Kompartiment bereits in inaktivierter Form erreicht. Die Bedeutung dieses
Phanomens ist bis heute unklar.

In den letzten beiden Jahrzehnten wurde jedoch besonders im Zusammenhang mit der Entste-
hung menschlicher Mammakarzinome erkannt, dass die im Vergleich zu freien Ostrogenen in
deutlich héheren Konzentrationen zirkulierenden, sulfatierten Ostrogene einen Pool inaktiver

Prekursoren darstellen kdnnen, aus dem biologisch aktive Ostrogene durch die Einwirkung



einer Steroidsulfatase (StS) freigesetzt werden kénnen ("Sulfatase Pathway™) (Santner et al.
1984, Santen et al 1986, Pasqualini et al. 1992). Daher wurde in der eigenen Arbeitsgruppe
die Hypothese entwickelt, dass die Sulfatierung trachtigkeitsassoziierter Ostrogene der Limi-
tierung ihres Effekts auf ein spezifisches Spektrum trachtigkeitsrelevanter Zielzellen dient.
Nach dieser Hypothese kénnten nur die dstrogenresponsiven Zellen durch Estronsulfat ange-
sprochen werden, die neben Ostrogenrezeptoren auch eine Steroidsulfatase exprimieren.
Gleichzeitig ware dabei der Gesamtorganismus vor unerwinschten systemischen Effekten
hoher Ostrogenspiegel geschiitzt. Hinweise darauf, dass in den Rinderplazentomen Estronsul-
fat Substrat eines trachtigkeitsspezifischen Sulfatase Pathways sein konnte, sind durch Arbei-
ten der eigenen und anderer Arbeitsgruppen vorhanden. Die Ostrogenrezeptoren o und B wur-
den im maternalen Anteil von Plazentomen nachgewiesen (Boos et al. 2000; Schuler et al.
2002, 2005), somit stellen die wéhren der Graviditat stark wachsenden Karunkeln potentielle
Zielorgane plazentarer Ostrogene dar. In den Rinderplazentomen konnte weiterhin in Unter-
suchungen an Homogenaten die Aktivitét einer Steroidsulfatase gezeigt werden, wobei sich in
den Karunkeln deutlich héhere Aktivitaten fanden als in den Kotyledonen (Hoffmann et al.
2001a). Ziel dieser Arbeit war es daher, genauere Informationen hinsichtlich der Existenz ei-
nes trachtigkeitsspezifischen Sulfatase-Pathways in den Rinderplazentomen zu erarbeiten.
Neben der Steroidsulfatase konzentrierten sich diese Untersuchungen auch auf den kdirzlich
bei Ratte und Mensch beschriebenen Sodium-dependent Organic Anion Transporter (SOAT,
SLC10AG6), welcher in Studien an transfizierten Zellen effektiv die zellulare Aufnahme von
Estronsulfat vermittelte (Geyer et al. 2004, 2007).

Im einzelnen sollte folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:

1)  Charakterisierung von Steroidsulfatase und Soat des Rindes auf molekularer Ebene

2)  Charakterisierung der Substratspezifitat von Steroidsulfatase und Soat des Rindes

3) Charakterisierung der Expression von Steroidsulfatase und Soat in den Rinderplazento-

men auf Protein- bzw. mRNA-Ebene in Abhdngigkeit vom Tréachtigkeitsstadium



2 Literaturibersicht

2.1 Aufbau der Rinderplazenta

Die Rinderplazenta wird als Placenta mutiplex oder cotyledonaria bezeichnet (Strahl 1912).
Dies bedeutet, dass eine enge Verzahnung zwischen fetalen und maternalen Plazentaanteilen
nicht tber die gesamte Oberflache des Trophoblasten stattfindet, sondern auf multiple diskrete
Bereiche begrenzt ist, welche als Plazentome bezeichnet werden (Leiser 1975). Der mutterli-
che Teil der Plazentome entsteht aus den Karunkelanlagen des Endometriums. Die Karunke-
lanlagen sind bereits beim fetalen Uterus vorhanden (Atkinson et al. 1984). Anzahl und An-
ordnung variieren jedoch stark zwischen den einzelnen Wiederk&uerspezies (Mossman 1987).
Beim Rind sind sie in 4 Reihen mit je 10-15 Anlagen entlang jedes Uterushornes angeordnet
und beim adulten, nicht-graviden Rind ca. linsengroR. Mit Eintritt der Plazentation verédndern
sich diese Karunkelanlagen. An den Stellen, wo sich Chorion und die maternalen Karunkelan-
lagen beriihren, entstehen auf fetaler Seite sog. "milky patches“. In diesen Bereichen senken
sich Chorionzotten mit den der Allantois entstammenden GefaRRen in praformierte Krypten
der Karunkelanlagen ein und verzweigen sich im weiteren Verlauf der Graviditat zunehmend,
wéhrend sich die Karunkelanlage mehr und mehr aufwoélbt und an GroRe zunimmt (Bjorkman
1954; Hradecky 1988; Riisse 1993). Mit der GroRenzunahme der Karunkel kommt es basal zu
einer Einschniirung, wodurch der 2-3 cm lange Karunkelstiel entsteht. Das Plazentom be-
kommt so eine pilzartige Form (Abb. 1).

Um den 100. Tréchtigkeitstag hat das Plazentom nahezu seine endgultige Form angenommen.
Es besteht nun aus einer fetalen Kappe (Chorionplatte), von der aus sich Primarzotten in die
Tiefe der Karunkel eingesenkt haben, die sich immer weiter verastelten und dadurch Sekun-
dar- und Tertidrzotten gebildet haben. Analog dazu entwickelt sich auf maternaler Seite das

Kryptensystem der Karunkel (Bjorkman 1954).



Abb. 1: schematische Darstellung eines Rinderplazentoms. Der maternale Anteil ist schwarz,

der fetale Anteil grau dargestellt.

Uber die GréRenzunahme der Plazentome gibt es widerspriichliche Angaben. Nach Laven und
Peters (2001) wachst das Plazentom bis ca. zum Tag 200 der Trachtigkeit, wahrend Schnorr
1996 von einer GréRenzunahme bis zum Ende der Trachtigkeit berichtet. Die Plazentome
kdnnen dabei bis zu faustgroR werden. Bei der Grol3e der Plazentome spielt vor allem deren
Lage in Bezug zur Insertion des Nabels an der Plazenta eine Rolle. So findet man die gréRten
Plazentome meistens in der N&he der Eintrittstelle der Nabelgefalie in die Plazenta (Schnorr
1996).

Die Plazentome verankern die Fruchthdlle im mutterlichen Uterus. Die starke Verastelung
sowohl des maternalen und als auch des fetalen Anteils im Plazentom bewirkt gleichzeitig ei-
ne erhebliche Oberflachenvergrofierung der feto-maternalen Kontaktflache und damit mehr
Flache flr den Stoffaustausch (Bjorkman 1954; Hradecky 1988; Risse 1993; Leiser et al.
1997a; Leiser et al. 1997b). Gemall dem Vorhandensein der Gewebeschichten im Bereich des
feto-maternalen Kontakts wird die Plazenta des Rindes als Placenta epitheliochorialis klassifi-
ziert (Wathes und Wooding 1980). Stoffe, die vom Fetus ins mutterliche Kompartiment ge-
langen oder umgekehrt verkehren, miissen daher folgende Schichten durchqueren: fetales En-
dothel, fetales Stroma, Trophoblast, maternales Epithel, maternales Stroma, maternales Endo-
thel. Bei vielen anderen Tierarten wie z.B. Hund, Maus, Ratte und auch dem Menschen
kommt es dagegen bei der Entwicklung der Plazenta durch Invasion von Trophoblastzellen in
das maternale Kompartiment je nach Spezies zu einem mehr oder weniger weitreichenden
Abbau von maternalen Schichten (Grosser 1927, Amoroso 1959, Carter und Enders 2004). In
der Rinderplazenta zeigen nur die Trophoblastriesenzellen eine Invasivitat, die jedoch sehr

schwach ausgeprégt ist (siehe Kap. 2.2).



2.2 Zelltypen der Rinderplazenta

Die Rinderplazentome bestehen im wesentlichen aus folgenden Zelltypen: fetale Endothelzel-
len, fetale Stromazellen, Trophoblast mit einkernigen Trophoblastzellen und Trophoblastrie-
senzellen sowie deren intermediéren Differenzierungsstadien, Karunkelepithelzellen, Karun-
kelstromazellen und maternale Endothelzellen.

Das einschichtige Karunkelepithel bildet den Abschluss des maternalen Kompartimentes und

steht im direkten Kontakt zum Trophoblasten. Die Zellen des Karunkelepithels sind in der
Regel einkernig, vereinzelt treten aber auch mehrkernige Karunkelepithelzellen auf
(Bjorkman 1954, 1968, 1969). Sie besitzen in der friihen und mittleren Graviditét Gberwie-
gend eine kubische Form. In der Endphase der Graviditét ist eine zunehmende Abflachung zu
beobachten. Dieser Prozess scheint von der Karunkeloberflache auszugehen und sich in Rich-
tung Karunkelstiel fortzusetzen. VVor allem in chorionplattennahen Bereichen kann das Ka-
runkelepithel unter der Geburt sogar vollig verschwinden. Die pra- und intrapartale Reduktion
des Karunkelepithels wird mit der Reifung der Plazenta und der VVorbereitung auf die Plazen-
taablosung in Verbindung gebracht, da bei Tieren mit verzégertem Nachgeburtsabgang diese
Veranderungen deutlich weniger ausgeprégt zu finden sind (Woicke et al. 1986). Karunkele-
pithelzellen exprimieren die Ostrogenrezeptoren o und B sowie den Glucocorticoidrezeptor
(Boos et al. 2000; Schuler et al. 2002, 2005), jedoch nicht den Progesteronrezeptor (Schuler et
al. 1999). Das Karunkelepithel zeichnet sich durch eine hohe Proliferations- aber auch Apop-
toserate aus (Hoffmann und Schuler 2002; Boos et al. 2003). Abgestorbene Karunkelepithel-
zellen werden vor allem vom Trophoblasten phagozytiert. Der hohe Zellumsatz im Karunke-
lepithel hat zu der Theorie gefiihrt, dass das Karunkelepithel eine Ernahrungsfunktion fur das
fetale Kompartiment ahnlich einer holokrinen Drise hat (Schuler 2000, Hoffmann und Schu-
ler 2002).

Das Karunkelstroma erscheint im histologischen Schnitt deutlich kompakter als das Stroma

der Chorionzotten. Die Zellen sind langgestreckt und enthalten einen spindelférmigen Kern.
Karunkelstromazellen sind mesenchymalen Ursprungs und exprimieren die Ostrogenrezepto-
ren o und B, den Progesteronrezeptor und den Glucocorticoidrezeptor (Schuler et al. 1999,
2002, 2005; Boos et al. 2000).

Die maternalen und fetalen Endothelzellen bilden die Kapillaren und die Auskleidung grole-

rer BlutgefaRe. Es wurde berichtet, dass sie tiber Ostrogenrezeptoren verfiigen und den Glu-

cocorticoidrezeptor exprimieren (Boos et al. 2000; Schuler et al. 2002, 2005).
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Einkernige Trophoblastzellen haben eine meist kubische bis langgestreckte Form, die in un-

mittelbarer Nachbarschaft zu Trophoblastriesenzellen jedoch stark veréndert sein kann
(Bjorkman 1954; Leiser 1975). Sie sind ektodermalen Ursprungs und exprimieren schwach
den Ostrogenrezeptor B (Schuler et al. 2005). Die einkernigen Trophoblastzellen verfiigen (-
ber einige steroidogene Enzyme wie die 17a-Hydroxylase (Schuler et al. 2006) und das Side
Chain-cleaving Enzyme (Ben-David and Shemesh 1990) (siehe auch Kap 2.3).
Trophoblastriesenzellen (Trophoblast Giant Cells, TGC; synonym: Binucleate Cells, BNC)

sind die grofiten Zellen im Rinderplazentom. Sie haben meistens zwei Kerne, vereinzelt sind
aber auch Trophoblastriesenzellen mit nur einem Kern oder mehr als 2 Kernen anzutreffen.
Bei immaturen Trophoblastriesenzellen sind die Kerne eher rundlich, wogegen sie bei ausdif-
ferenzierten Stadien ovaler erscheinen. Nach Klisch et al. (1999) entstehen sie aus einkerni-
gen Trophoblastzellen durch eine Abfolge von zwei azytokinetischen Mitosen, gefolgt von
einer S-Phase ohne anschlielender Mitose. Die reifen Trophoblastriesenzellen des Rindes be-
sitzen demnach in der Regel zwei Kerne mit einem DNA-Gehalt von 8C. Es wurden verein-
zelt aber auch Kerne mit einem hoheren DNA-Gehalt beobachtet. Die Trophoblastriesenzellen
des Rindes sind endokrin aktiv. Sie produzieren Ostrogene (Schuler et al. 2006a) und Pro-
gesteron (Reimers et al. 1985). Diese Zellen sind voll beladen mit glykoproteinhaltigen Gra-
nula (Klisch et al. 2005; Wooding et al. 2005), die das morphologische Aquivalent einer aus-
gepragten Synthese von Proteohormonen darstellen, darunter das plazentare Laktogen
(Wooding 1982; Duello et al. 1986; Morgan et al. 1989; Wooding et al. 1992). Weitere Syn-
theseprodukte der Trophoblastriesenzellen des Rindes sind Pregnancy-associated Glycopro-
teins (PAGs) und die Prolactin-related Proteins (PRPs), deren Funktionen bisher unklar sind
(Duello et al. 1986, Zoli et al. 1992; Klisch und Leiser 2003; Wooding et al. 2005, Klisch et
al. 2006).

Nach ihrer Bildung wandern die ausdifferenzierten Trophoblastriesenzellen auf das maternale
Epithel zu, dringen in es ein und/oder fusionieren mit einer Karunkelepithelzelle. Die so ent-
standenen Hybridzellen gehen jedoch sehr rasch zu Grunde und schilfern von der maternalen
Basalmembran ab. Ihre Uberreste werden im Trophoblasten phagozytiert (Wooding und
Wathes 1980; Wooding 1982; Klisch et al. 1999). Damit sind die Trophoblastriesenzellen die
einzigen Zellen in der Rinderplazenta mit einer — wenn auch sehr limitierten - invasiven Akti-
vitat. Uber die Funktion der Hybridzellen wird spekuliert. Eventuell wird durch die Fusion
und anschlieBende Apoptose der Ubertritt hochmolekularer Stoffe ins maternale Komparti-
ment erleichtert (Wooding 1982; Green und Roberts 2006).



Aber auch an der ,,Plazentareifung” scheinen die Trophoblastriesenzellen beteiligt zu sein. So
nimmt ihr Anteil an den Trophoblastzellen unmittelbar prapartal und unter der Geburt deut-

lich von ca. 20% auf ca. 5% ab. Bei Plazenten mit verzdgerter Abldsung ist dies nur einge-
schrankt zu beobachten (Woicke et al. 1986).

11
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2.3 Ostrogen- und Gestagensynthese in der Rinderplazenta

A4-Syntheseweg A5-Syntheseweg
Cholesterin
HO
‘|3Hz. CHy
o=c P450sce l o=
3R-HSD
Progesteron Pregnenolon
o HO
P450c17a l CHy Pasct7a | (M
0=C oH 0=C om
3R-HSD
M = -
y 17a-Hydroxy- 1Te-Hydroxy-
0 progesteron HO pregnenolon
P450c17a l P450c17a l
a 0
3R-HSD
Androstendion Dehydroepi-
0 HO androsteron
17R-HSD I P450arom
OH
Céﬁ P450arom
—_—
0* HO
Testosteron Estradiol-170 Estron

P450scc = Cytochrom P450 side-chain-cleavage

P450c17a = Cytochrom P450¢c17a (17a-Hydroxylase-C17,20-Lyase)
3R-HSD 3R-Hydroxysteroiddehydrogenase-AS/4-lsomerase
17R-HSD = 17R-Hydroxysteroiddehydrogenase

P450arom = Aromatase

Abb. 2: Allgemeine Darstellung der Synthese von Gestagenen, Androgenen und Ostrogenen.
Im Gegensatz zu einigen anderen Spezies findet beim Rind eine Umwandlung von
17a-Hydroxyprogesteron in Androstendion praktisch nicht statt (Schuler et al. 1994;
Conley und Bird 1997).
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Die Steroidhormone werden chemisch in drei Gruppen unterteilt (Abb. 2): die C,;-Steroide
(Gestagene, Glucocorticoide, Mineralocorticoide), die Cyo- Steroide (Androgene) und die Cig-
Steroide (Ostrogene). Sie sind nicht nur an der Reproduktion beteiligt, sondern steuern auch
viele andere Korperfunktionen. Zu den klassischen, steroidproduzierenden, endokrinen Orga-
nen zahlen die Gonaden, die Nebennierenrinde und bei vielen Sdugetieren auch die Plazenta.
Aber auch in den Zellen anderer Organe wie zum Beispiel Haut und Gehirn sind Enzyme des
Steroidstoffwechsels zu finden (Berkovitz et al. 1984; Roselli und Resko 2001).

Hauptort der Progesteronsynthese in den Rinderplazentomen sind die Kotyledonen, wo deut-
lich hohere Progesterongewebekonzentrationen im Vergleich zur Karunkel gemessen wurden.
Auch die 3B-HSD-AKktivitat war in den Kotyledonen deutlich héher als in den Karunkeln
(Tsumagari et al. 1994). Versuche mit fetalen Plazentazellen, getrennt in uninukleére
Trophoblastzellen (UTC) und Trophoblastriesenzellen (TGC) zeigten eine deutlich starkere
Progesteronsynthese in der Trophoblastriesenzell-Fraktion als in der uninukleédren
Trophoblastzell-Fraktion (Reimers et al. 1985).

Durch Inkubationsversuchen mit Kotyledonengewebe bzw. daraus gewonnenen Homogenaten
wurde der A5-Syntheseweg als Hauptweg der plazentaren Ostrogenproduktion beim Rind i-
dentifiziert (Evans und Wagner 1981; Gross und Williams 1988, Schuler et al. 1994). Bei der
Inkubation von Kotyledonenhomogenaten mit Progesteron stoppte die Synthese bei 17a-
Hydroxyprogesteron, ohne dass nennenswerte Mengen an Androstendion oder Ostrogenen
gebildet wurden. Beim Rind scheint somit 17a Hydroxyprogesteron den Endpunkt des A4-
Syntheseweges darzustellen (Schuler et al. 1994; Conley und Bird 1997). Bei graviden Rin-
dern wurde bei Inkubationen von Kotyledonenhomogenaten mit Pregnenolon hauptséchlich
Progesteron gebildet. Unter der Geburt wurde dagegen aus Pregnenolon tiberwiegend Estron
synthetisiert. Eine nennenswerte Metabolisierung von 17a-Hydroxyprogesteron war auch un-
ter der Geburt nicht zu beobachten. Diese Experimente zeigten somit, dass der prapartale Os-
trogenanstieg beim Rind nicht auf eine verstarkte Metabolisierung von Progesteron in Ostro-
gene zurtickzufthren ist, sondern dass der unmittelbar prapartal stattfindende Zusammen-
bruch der plazentaren Progesteronsynthese aus der gesteigerten Einschleusung des Prakursors
Pregnenolon in den A5-Syntheseweg resultiert. Hauptursache flr diese prapartale Umstellung
des plazentaren Steroidstoffwechsels ist eine deutliche Aufregulierung der plazentaren 170~
Hydroxylase-C17,20-Lyase in den einkernigen Trophoblastzellen (Schuler et al. 1994,
20064a).

Die steroidogenen Enzyme sind in der Rinderplazenta auf zellularer Ebene kompartimentali-

siert. Das Side-chain Cleavage Enzyme (P450scc) wurde von Ben-David und Shemesh
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(1990) immunelektronenmikroskopisch in den einkernigen Trophoblastzellen, nicht jedoch in
den Trophoblastriesenzellen nachgewiesen. Weiterhin wurde die Expression dieses Enzyms in
den Karunkelepithelzellen detektiert. Die 17a—Hydroxylase-C17,20-Lyase (P450c17) ist in
den Kotyledonen und dort in den einkernigen Trophoblastzellen, nicht aber in den
Trophoblastriesenzellen vorhanden. Zwischen dem 90. Tréachtigkeitstag und der Geburt weist
sie ein dreiphasiges Expressionsmuster auf. Zwischen dem 90. und ca. 150. Trachtigkeitstag
wird sie in allen Bereichen des Chorionzottenbaumes exprimiert. Danach beschréankt sich ihre
Expression weitgehend auf den basalen Bereich der Chorionstammzotten. Erst in den letzten
drei Graviditatswochen breitet sich dann ihre Expression wieder in alle Bereiche des Chorion-
zottenbaumes aus (Schuler et al. 2006a). Die 3p-Hydroxysteroiddehydrogenase-A5/4-
Isomerase (3p-HSD) wurde mittels in Situ-Hybridisierung vorwiegend in den reifenden
Trophoblastriesenzellen nachgewiesen. Die vollstandig ausgereiften Stadien wiesen dagegen
keine Signale auf (Ozalp 2005). Beziiglich der Aromatase (P450arom) konnte immunhisto-
logisch gezeigt werden, dass sie wahrend der Trophoblastriesenzelldifferenzierung aufregu-
liert wird und am starksten in den ausgereiften Trophoblastriesenzellen exprimiert wird
(Schuler et al. 2006a). Die Aktivitat der Ostrogensulfotransferase (SULT1E1) wurde bei
Inkubationsversuchen mit Gewebehomogenaten sowohl im fetalen als auch im maternalen
Teil der Plazentome nachgewiesen, wobei die gemessene Substratumwandlung in den Koty-
ledonen deutlich héher war als in den Karunkeln (Mattioli et al 1984; Mostl 1986; Falter
1999, Hoffmann et al 2001). Offensichtlich beruht der schwéchere Nachweis der Ostrogensul-
fotransferaseaktivitét in den Karunkeln auf einer Kontamination der maternalen Gewebepra-
paration mit fetalen Anteilen, denn immunhistologisch und mittels In situ-Hybridisierung war
die Ostrogensulfotransferase ausschlieRlich in den Trophoblastriesenzellen nachweisbar
(Brown et al. 1987; Ushizawa et al. 2007).

2.4 Progesteron in der Rinderplazenta

Progesteron gilt als das schwangerschaftserhaltende Hormon bei Sdugetieren. Durch Bindung
an myometriale Progesteronrezeptoren induziert es den sogenannten Wehenblock und damit
die Ruhigstellung der Uterusmuskulatur (Csapo und Pinto-Dantas1965; Korenman und Krall
1977; Mesiano 2004).

Wahrend der Trachtigkeit findet man beim Rind zwischen ca. 6 und 12 ng/ml Progesteron im
peripheren Blut. In den ersten drei Monaten der Graviditat stellten (Hoffman et al. 1977) und

Schallenberger et al. (1985) durchschnittlich 11,6 ng/ml im Blut von Kiihen fest. Im vierten



und funften Trachtigkeitsmonat verzeichneten sie dann einen leichten Abfall auf ca. 9 ng/ml,
der sich bis kurz vor der Geburt fortsetzt. 72-24 Stunden vor der Geburt kommt es dann zu ei-
nem drastischen Progesteronabfall auf Werte unter 1 ng/ml (Henricks et al. 1971; Hoffmann
et al. 1977; Schallenberger et al. 1985; Eissa and el-Belely 1990; Birgel und Grunert 1996;
Arakane et al. 1997).

Die Hauptprogesteronquelle wéhrend der gesamten Tréachtigkeit des Rindes ist das Ovar.
Wird das Corpus luteum graviditatis zerstort oder entfernt, kommt es zum systemischen Pro-
gesteronabfall und zum Abort. Lediglich im Zeitraum zwischen dem ca. 180. und 250. Trach-
tigkeitstag kann plazentares Progesteron alleine die Tréchtigkeit aufrecht erhalten, wie durch
Ovariektomie bzw. Luteolyse-Induktion gezeigt werden konnte (Estergreen et al. 1967; Day
1977; Johnson et al. 1981; Wendorf et al. 1983; Pimentel et al. 1986).

Im Plazentagewebe wurden Progesteronwerte von Tsumagari et al. (1994) im siebten Monat
von 2,9 pg/g Protein und im achten Monat von 2,86 pg/g Protein gemessen. Schuler (2000)
fand in den Kotyledonen Konzentrationen von ca. 15 ng/g Gewebe im 8. Monate bzw. ca.

22 ng/g am Tag 270 der Trachtigkeit. Im maternalen Anteil der Plazentome blieben die Pro-
gesteronkonzentrationen zwischen dem 150. und 270. Tag relativ konstant bei 3,5 ng/g Ge-
webe und lagen damit deutlich niedriger als in den Kotyledonen.

Uber eine eigenstandige Funktion des plazentaren Progesterons wird noch diskutiert. Da die
plazentare Progesteronsynthese, mit Ausnahme des begrenzten Zeitraumes zwischen dem
180. und 250. Tag, nicht ausreicht um die Tréachtigkeit ohne Progesteron lutealen Ursprungs
aufrechtzuerhalten, wird eine lokale, parakrine Funktion vermutet (Schuler et al. 1999). Dafur
spricht, dass der Progesteronrezeptor im Karunkelstroma und in den Kapillarpericyten der
Plazentome, also in unmittelbarer Nachbarschaft des progesteronproduzierenden
Trophoblasten exprimiert wird (Schuler et al. 1999; Boos et al. 2000). Hohe lokale Progeste-
ronkonzentrationen konnten eine wichtige Rolle fir die Modulation des Immunsystems im
graviden Uterus spielen. Einen Hinweis darauf ergaben Untersuchungen an Schafen, bei de-
nen hohe Dosen an Progesteron die Sekretion des "Uterine Milk Proteins* stimulieren, wel-
ches Lymphozyten hemmt (Hansen 1998; Hansen and Tekin 2005; Hansen 2007). Aber auch
ein modulierender Effekt auf das menschliche Immunsystem ist bekannt (Piccinni et al. 1995;
Piccinni 2005). So kénnten hohe lokale Progesteronkonzentrationen im graviden Uterus eine
Immunreaktion der Mutter gegen den Fetus unterdriicken, ohne die systemische Abwehr er-
heblich zu schwachen.

Aber auch ein lokaler Effekt des plazentaren Progesterons auf das Wachstum und die Diffe-

renzierung der Plazentome ist denkbar. Man kennt mehrere Zelltypen, bei denen Progesteron

15
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an der Regulation von Proliferation und Differenzierung beteiligt ist. Dazu gehéren Epider-
miszellen (Tammi 1982), Osteoblasten (Tremollieres et al. 1992) und Granulosazellen
(Chaffkin et al. 1993). Auch am Uterus sind solche Wirkungen bekannt. So bewirkt Progeste-
ron in Kombination mit Wachstumsfaktoren eine vermehrte Proliferation und Differenzierung
der endometrialen Stromazellen bei Mensch und Ratte (Irwin et al. 1991; Piva et al. 1996). Es
kann jedoch auch die dstrogenabhéngige Proliferation des Endometriumepithels hemmen
(Schindler 1997; Moyer und Felix 1998).

2.5 Ostrogene in der Rinderplazenta

Ostrogene sind in hohen Konzentrationen ca. ab dem 100. Tréachtigkeitstag im peripheren Blut
gravider Rinder zu finden (Hoffmann et al. 1997). Dabei dominiert bis kurz vor der Geburt
das Estronsulfat. Der Estronsulfatverlauf im peripheren mdtterlichen Blut zeigt folgenden
Verlauf: um den Tag 110 bis 120 kommt es zu einem Anstieg auf ca. 4 pmol/ml, ein weiterer
deutlicher Anstieg erfolgt zwischen den Tagen 230 und 260 auf ca. 15-30 nmol/l. Unter der
Geburt kommt es bei einem physiologischen Abgang der Nachgeburt zu einem steilen Abfall
auf das Basalniveau. Der Anteil der freien Ostrogene, vor allem Estron, liegt mit Ausnahme
des pré- und intrapartalen Zeitraumes um den Faktor 10-15 niedriger. Erst in den letzten bei-
den Wochen der Graviditat kommt es zu einem deutlichen Anstieg des freien Estrons, wobei
die hochsten Konzentrationen mit 5-12 pmol/l in den letzten drei Trachtigkeitstagen erreicht
werden. Unter der Geburt kommt es dann wie beim Estronsulfat zu einem steilen Konzentra-
tionsabfall. In den letzten beiden Tréchtigkeitswochen sind zusétzlich auch noch vermehrt
Estradiol-17a und B im matterlichen Blut vorhanden, wenn auch in deutlich niedrigerer Kon-
zentration als Estron (Schallenberger et al. 1985; Hoffmann et al. 1997; Schuler 2000). Im
Unterschied zu Estradiol-17a und Estron scheint beim Rind in der prapartalen Phase das
Estradiol-17p hauptséchlich aus dem Euter zu stammen (Janowski et al. 2002). Die plazentare
Ostrogensynthese konnte in den Kotyledonen (Hoffmann 1979; Evans und Wagner 1981; Ma-
tamoros 1994) und dort auf zellularer Ebene in den Trophoblastriesenzellen nachgewiesen
werden (Schuler et al. 2006a).

2.6 Funktionen der plazentaren Ostrogene

Uber die biologische Bedeutung der plazentaren Ostrogene liegen beim Rind kaum gesicherte
Informationen vor. Von Klinikern wird ihnen aufgrund ihrer 6deminduzierenden Wirkung am

weiblichen Genitale eine wichtige Rolle bei der prépartalen Erweichung der weichen Ge-



17

burtswege zugesprochen. Auch fiir die Ansprechbarkeit des Myometriums unter der Geburt
auf weheninduzierende Stimuli sollen sie von Bedeutung sein. Weiterhin spielen sie offen-
sichtlich bei der prapartalen Euteranbildung eine Rolle (Convey 1974; Skarda et al. 1982).
Das Auftreten plazentarer Ostrogene ist jedoch nicht auf die Spatgraviditat beschrankt. In den
Fruchtwassern sind sie bereits unmittelbar nach Beginn der Plazentation nachweisbar (Eley et
al. 1979). Somit ist ihre Bedeutung uber einen weiten Zeitraum der Trachtigkeit unklar. Das
Verstandnis ihrer Funktion wird erheblich dadurch erschwert, dass sie mit Ausnahme der
Endphase der Graviditat offensichtlich bereits in den Zellen sulfatiert und damit inaktiviert
werden, in denen ihre Produktion aus Androgenen stattfindet, nd&mlich in den Trophoblastrie-
senzellen (Hoffmann et al. 1976; Hoffmann 1983; Mattioli et al. 1984; Brown et al. 1987;
Hoffmann et al. 2001a, Schuler et al. 2006; Ushizawa et al. 2007).

Die Besonderheit der plazentaren gegeniiber der ovariellen Ostrogenproduktion besteht beim
Rind darin, dass die plazentaren Ostrogene im maternalen und fetalen Kreislauf mit Ausnah-
me des unmittelbaren pré- und intrapartalen Zeitraumes nahezu ausschlieBlich in konjugierter
Form zirkulieren und dabei Konzentrationen erreichen, welche diejenigen briinstiger Rinder
um ein Vielfaches tbersteigen (Robertson and King 1979, Mostl et al. 1981, Hoffmann et al.
1997). Dies hat die eigene Arbeitsgruppe zu der Hypothese gefiihrt, dass die plazentaren Os-
trogene eher lokale Regelfaktoren im graviden Uterus sind, denn als Hormone im klassischen
Sinn wirken (Hoffmann et al. 2001, Hoffmann und Schuler 2002, Greven et al. 2007). Im
Einklang mit dieser Hypothese wurde in den Plazentomen eine erhebliche Expression von Os-
trogenrezeptoren nachgewiesen, wobei die beiden Ostrogenrezeptorisoformen, ERa und ERB,
deutlich unterschiedliche Expressionsmuster aufwiesen.

Der Ostrogenrezeptor o fand sich in den Plazentomen ausschlieflich auf der maternalen Seite
und dort in den Karunkelepithelzellen, Karunkelstromazellen und Kapillarpericyten (Schuler
et al. 2002). Der Ostrogenrezeptor p war dagegen in Karunkeln und Kotyledonen nachweis-
bar. Immunhistologisch fanden sich mit Ausnahme der Karunkelepithelzellen in allen Zellty-
pen der Plazentome entsprechende nukleare Signale, wobei deren Intensitét in den
Trophoblastriesenzellen deutlich hoher war als in den Gbrigen Ostrogenrezeptor B-positiven
Zellen (Schuler et al. 2005). Aufgrund dieser Expressionsmuster wurde vermutet, dass der
Ostrogenrezeptor o eine Rolle bei der Stimulation des Karunkelwachstums, sowie der tiberaus
hohen Proliferation des Karunkelepithels spielen kénnte (Schuler et al. 2000, 2002; Hoffmann
und Schuler 2002). Wegen der Co-Lokalisation von Aromatase und Ostrogenrezeptor f in den
Trophoblastriesenzellen liegt die Vermutung nahe, dass die plazentaren Ostrogene eine Rolle

bei der Steuerung der Trophoblastriesenzelldifferenzierung haben kénnten (Schuler et al.
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2006a). Eine Beteiligung plazentarer Ostrogene an der Steuerung der Trophoblastzelldifferen-
zierung wird auch beim Menschen vermutet (Bukovsky et al. 2003). Die Expression beider
Ostrogenrezeptorisoformen im GefaRsystem deutet weiterhin darauf hin, dass die plazentaren
Ostrogene eine Rolle bei der Regulation von Bildung bzw. Funktionen plazentarer GefaRke
spielen. Weitere potentielle Zielstrukturen der plazentaren Ostrogene stellen beim Rind neben
den Plazentomen auch das interkarunkuldare Endometrium und das Myometrium dar. Auch
dort wurde die Expression von Ostrogenrezeptoren nachgewiesen (Boos et al. 2006).
Zuverlassige Ergebnisse aus funktionellen Studien zu Effekten der plazentaren Ostrogene lie-
gen beim Rind bisher nicht vor. Janowski et al. (1996) behandelten Kiihe vom 265. Tréchtig-
keitstag bis zur Geburt mit dem kompetitiven Ostrogenrezeptorblocker Tamoxifen. Hierbei
zeigten sich keinerlei Effekte hinsichtlich des Geburtsablaufes, des Nachgeburtsabganges, des
maternalen Ostrogenspiegels sowie der Plazentomhistologie. Allerdings ist nicht sicher, ob
durch die durchgefiinrte Behandlung eine ausreichende Blockade der plazentaren Ostrogenre-
zeptoren erzielt werden konnte.

Wahrend beim Rind aussagefahige funktionelle Untersuchungen zur Bedeutung der plazenta-
ren Ostrogene bisher génzlich fehlen, konnte bei Labornagern und Primaten die Plazenta ein-
deutig als dstrogenresponsives Organ identifiziert werden. So konnte beim Pavian gezeigt
werden, dass Ostrogene die Expression des Low Density Liproprotein-Rezeptors und des
P450 Side-chain Cleaving-Enzyms in der Plazenta stimulieren und dadurch die plazentare
Progesteronproduktion steigern. Damit sollen sie indirekt an ,,typischen Progesteroneffekten®,
wie der Unterdriickung von Myometriumskontraktionen und der lokalen Suppression des ma-
ternalen Immunsystems mitwirken. Untersuchungen an Primaten zeigten weiterhin, dass Os-
trogene auch an der Anpassung des utero-plazentaren Blutflusses, der Neovaskularisation der

fetalen Plazenta und der Mammogenese beteiligt sind (Pepe und Albrecht 1995).

2.7 Bildung und magliche biologische Bedeutungen sulfatierter Ostrogene

Die Sulfatierung durch zytosolische Sulfotransferasen (SULT) stellt einen wichtigen Schritt in
der Biotransformation vieler Pharmaka und Xenobiotika, aber auch endogener Substrate wie
Schilddrusenhormone, Neurotransmittern und Steroiden dar (Visser 1996; Kauffman 2004;
Gamage et al. 2006). Im Vergleich zu freien Ostrogenen sind die sulfatierten Formen polarer
und somit besser wasserléslich. AuRerdem erhéht sich durch die Sulfatierung ihr Bindungs-
vermogen an Albumin (Bhavnani 1998). Dadurch kdnnen sie effektiver im Blut transportiert

und im Kot oder Urin ausgeschieden werden. Mit der Sulfatierung ist auch eine Inaktivierung
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der Ostrogene verbunden, da sie nicht mehr mit den klassischen nuklearen Ostrogenrezepto-
ren interagieren konnen (Payne et al. 1973; Kuiper et al. 1997). Weiterhin fiihrt die Konjuga-
tion zu einer Einschrankung des Verteilungsvolumens, da konjugierte Ostrogene im Gegen-
satz zu den freien Formen Zellmembranen kaum durch passive Diffusion durchdringen kon-
nen. Uber den zelluldren Import oder Export sulfatierter Ostrogene durch mehr oder weniger
spezifische, membranassoziierte Transportmechanismen lagen bisher kaum Informationen
vor.

Obwonhl die Sulfatierung einen wichtigen Mechanismus zur Inaktivierung und Ausscheidung
von Ostrogenen darstellt, kénnen sulfatierte Ostrogene nicht als reine Ausscheidungsprodukte
betrachtet werden. Durch die Einwirkung einer Steroidsulfatase (StS) kénnen sie wieder in
freie Formen Uberfiihrt und damit "reaktiviert” werden. So kénnen lokal hohe Konzentratio-
nen freier, aktiver Ostrogene gebildet werden, die Einfluss auf die Proliferation, Differenzie-
rung und Funktion des umliegenden Gewebes nehmen konnen ("Sulfatase Pathway" der Syn-
these freier Ostrogene; s. Abschnitt 2.8).

Die Bildung sulfatierter Ostrogene wird durch zytosolische Ostrogensulfotransferasen kataly-
siert. Fur die chemische Reaktion bendtigen Ostrogensulfotransferasen den Cofaktor 3-
Phosphoadenosin-5-phosphosulfat. Nach der chemischen Nomenklatur handelt es sich bei
dieser Reaktion eigentlich um eine Sulfonierung und bei den Reaktionsprodukten folglich um
Sulfonate (Kuss et al. 1994; Chapman et al. 2004). Da aber in der Literatur in diesem Zu-
sammenhang die korrekten Begriffe kaum Anwendung finden, sollen auch in der eigenen Ar-
beit die allgemein ublichen Bezeichnungen Sulfatierung und Sulfate weiter verwendet wer-
den.

Beim Menschen wurden bisher 10 Sulfotransferasen (SULTS) identifiziert, welche eine z.T.
hohe Homologie und tiberlappende Substratspezifitat aufweisen, wodurch in friiheren Versu-
chen zu ihrer Charakterisierung eine erhebliche Verwirrung herrschte. Eine fundierte Nomen-
klatur der menschlichen Sulfotransferasen konnte erst vor relativ kurzer Zeit erstellt werden,
nachdem entsprechende molekularbiologische Verfahren zur Verfugung standen. Fur die
SULT1E1 konnte eine hohe Affinitat fur Ostrogene nachgewiesen werden, wahrend die
SULT2-Sulfotransferasen (Al, Bla und B1b) eine hohere Spezifitat fir neutrale Hydroxyste-
roide aufweisen (Chapman et al. 2004). Die fir die Sulfokonjugation von Steroiden infrage
kommenden Sulfotransferasen unserer Haussaugetiere, sowie deren entsprechende Expressi-
onsmuster sind bisher noch wenig charakterisiert. Beim Rind wurde aus der Plazenta eine
Ostrogensulfotransferase mit hoher Homologie zur menschlichen Ostrogensulfotransferase
(SULT1EL) Kloniert (Nash et al. 1988). In Untersuchungen an Gewebehomogenaten bzw.
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subzellularen Fraktionen konnte in Rinderplazentomen eine erhebliche Ostrogensulfotransfe-
raseaktivitat nachgewiesen werden, wobei die gemessene Sulfatierung von Estron in den Ko-
tyledonenpréparationen deutlich hoher war als in den Praparationen aus Karunkelgewebe.
Weiterhin waren die Aktivitaten im Cytosol um ein Vielfaches hoher als in den Kern- bzw.
Mikrosomenfraktionen (Mattioli et al. 1984, Mostl et al. 1986, Hoffmann et al. 2001a). Im-
munhistologisch und mittels In situ-Hybridisierung wurde die Ostrogensulfotransferase in der
Rinderplazenta in den Trophoblastriesenzellen nachgewiesen (Brown et al. 1987, Ushizawa et
al 2007).

2.8 Steroidsulfatasen

2.8.1 Steroidsulfatase des Menschen

Die Nomenklatur der Steroidsulfatase (StS) ist in der Literatur vielféltig. Es gibt neben dem
Begriff Steroidsulfatase (Dibbelt und Kuss 1983; Daniel und Chang 1990) auch die Begriffe
Sterylsulfatase (Dibbelt et al. 1989; Dibbelt und Kuss 1991), Ostrogensulfatase (Dibbelt und
Kuss 1984) und Estronsulfatase (Benedetto et al. 1990; Evans et al. 1991). Daneben existiert
noch die Arylsulfatase C. Strittig ist, ob es sich bei der Steroidsulfatase und der Arylsulfata-
se C um zwei verschiedene Enzyme (Dijkstra et al. 1987; Ruoff und Daniel 1991) oder um
die s- bzw. f- Isoform (slow bzw. fast bei der elektrophoretischen Auftrennung) eines einzi-
gen Enzyms handelt (Vaccaro et al. 1987; Chang et al. 1990; Dibbelt und Kuss 1991). Die s-
Form der Arylsulfatase C dhnelt biochemisch stark der Steroidsulfatase (Burns 1983) und tritt
sowohl zusammen mit der f-Form als auch solitar auf (Munroe und Chang 1987). Sie kann
ebenso wie die Steroidsulfatase besonders gut aus der Plazenta isoliert werden, da sie hier in
groRen Mengen und ohne die f-Form vorkommt. Die f-Form der Arylsulfatase C unterschei-
det sich von der s-Form und der Steroidsulfatase deutlich in ihren enzymatischen bzw. physi-
ko-chemischen Eigenschaften, wie zu Beispiel durch die kaum nachweisbare Spaltung von
Steroidsulfaten, pH-Optimum, Hitzestabilitat und Antigenitat (Munroe und Chang 1987;
Shankaran et al. 1991). Systematisch werden Steroidsulfatase (EC.3.1.6.2) und Arylsulfatase
C (EC.3.1.6.1) jedoch als getrennte Enzyme gefiihrt.

Biochemisch handelt es sich bei der Steroidsulfatase um eine Sterylsulfatase bzw. um eine
Sterylsulfat-Sulfohydrolase. Die Steroidsulfatase wandelt ein Steroidsulfat und ein Wasser-

molekl in ein freies Steroid und einen Sulfatrest um.
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Wasser

Estronsulfat Estron Sulfat

Abb. 3: Reaktionsgleichung fiir die Spaltung von Estronsulfat durch die Steroidsulfatase (StS)
(http://www.brenda.uni-koeln.de/php/result_flat.php4?ecno=3.1.6.2)

Zu ihren natdrlichen Substraten z&hlen Cholesterinsulfat, Dehydroepiandrostendionsulfat
(DHEA-Sulfat), Estronsulfat und Pregnenolonsulfat (Roy 1976; Noel et al. 1983). Die starkste
Aktivitat zeigt die Steroidsulfatase bei der Spaltung vom Estronsulfat, die hochste Bindungs-
affinitat hat sie jedoch zum Pregnenolonsulfat (Chibbar und Mitchell 1990). Dehydroepi-
androsteronsulfat, Estronsulfat und Pregnenolonsulfat kdnnen ihre Spaltung durch die Ste-
roidsulfatase wechselseitig kompetetiv hemmen. Sie scheinen um die gleiche Steroidbin-
dungstelle zu konkurrieren (Chibbar und Mitchell 1990).

Die Sequenz der humanen Steroidsulfatase wurde erstmals von Yen et al. (1987) aus cDNA
der menschlichen Plazenta kloniert. Vom Gen sind 6366 Basenpaare bekannt, die sich in 10
Exone gliedern und tber einen Bereich von 146 Kilobasenpaaren auf dem kurzen Arm des X-
Chromosoms erstrecken. 1752 Basenpaare davon kodieren fir das 65,5 kDa groRe und aus
583 Aminosduren bestehende Protein. Das Protein besitzt vier mégliche Glykosylierungsstel-
len, von denen mindestens zwei verwendet werden (Stein et al. 1989).

Als Besonderheit entgeht das Steroidsulfatase-Gen bei Frauen teilweise der typischen Inakti-
vierung des zweiten X-Chromosoms (Mohandas et al. 1979; Shapiro et al. 1979; Mohandas et
al. 1980). Die Aktivitat des Genes auf dem zweiten X-Chromosom scheint jedoch einge-
schrénkt zu sein im Vergleich zum aktiven Homolog (Migeon et al. 1982; Lykkesfeldt et al.
1984a). Das Verhaltnis von 2:1, das bei zwei vollstandig aktiven Steroidsulfatasegenen bei
der Frau im Vergleich zu einem aktiven Gen beim Mann zu erwarten ware, wird nicht beo-
bachtet. So betragt das Steroidsulfatase-Aktivitatsverhaltnis von Mann : Frau in Fibroblasten
aus Zellkultur, 1:1,6 (Bedin et al. 1981; Chance und Gartler 1983; Vogel et al. 1984), in Leu-
kozyten 1: 1,3 bis 1:1,5 (Epstein und Leventhal 1981; Jobsis et al. 1983; Lykkesfeldt et al.
1984b), in Haarwurzeln 1:1,04 bis 1:1,6 (Chance und Gartler 1983; Dancis et al. 1983), im
Herzmuskel 1: 1,67 (Munroe und Chang 1987), Niere 1:1,62 (Munroe und Chang 1987), so-
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wie in der Plazenta 1:1,3 bis 1:1,8 (Bedin et al. 1981; Lykkesfeldt und Bock 1981; Lykkes-
feldt et al. 1981). Dies spricht dafiir, dass die Aktivitat des Genes auf dem zweite X-
Chromosom eingeschrénkt ist und von Gewebe zu Gewebe variiert.

Die Steroidsulfatase kann erheblich in den Steroidmetabolismus eingreifen. Wie in Kapitel
2.7 dargestellt, sind sulfatierte Steroide deutlich besser wasserl6slich als freie Steroide, sie
stellen eine Transport- und Ausscheidungsform fur Steroide dar. Gleichzeitig verlieren die
Steroide durch die Sulfatierung die Fahigkeit zur Interaktion mit den klassischen Steroidre-
zeptoren (Kuiper et al. 1997, Kauffman 2004, Gamage et al. 2006). Durch die Abspaltung des
Sulfatrestes konnen Steroidsulfate wieder in rezeptoraktive freie Formen tberflhrt oder als
Prekursor in den Steroidmetabolismus eingeschleust werden. Der Steroidsulfatase kommt
deshalb zusammen mit der Ostrogensulfotransferase eine wichtige Aufgabe bei der Regulati-
on steroidabh&ngiger Prozesse im Organismus zu (Miki et al. 2002). Desweiteren gibt es
Hinweise, dass sie direkt in die Effizienz der Steroidsynthese eingreifen kann. In einem Expe-
riment mit Zellen, die sowohl mit steroid acute regulation protein (StAR), Cytochrom P450
side chain cleaving enzyme (P450scc) und Steroidsulfatase cotransfiziert worden waren,
konnte gezeigt werden, dass das StAR-Protein in diesen dreifach transfizierten Zellen eine
deutlich verlangerte Halbwertszeit und eine erhohte Translationsrate aufwies, im Vergleich zu
Zellen, die nur mit StAR und P450scc doppeltransfiziert waren (Sugawara und Fujimoto
2004). Die Halbwertszeit und Syntheserate des StAR-Proteins scheint also durch die Anwe-
senheit von Steroidsulfatase in diesem Versuch verlangert worden zu sein.

Beim Menschen wurde die Steroidsulfatase wegen ihrer Rolle in einer geschlechtsgebundenen
Erbkrankheit, der ,,X-linked Ichthyosis®, intensiv erforscht. Dieses Krankheitsbild hat eine
Inzidenz von ca. 1:6000 bei Ménnern und tritt in allen ethnischen Gruppen auf (Shapiro
1985). Frauen sind in der Regel heterozygote Anlagetrager ohne Krankheitssymptome. Ihre
Leukozyten zeigen jedoch eine verringerte DHEA-Sulfat-Spaltung (Lowis und Oakey 1996).
Die Steroidsulfatase-Defizienz beruht meistens auf Deletionen im Gen (Bonifas et al. 1987;
Conary et al. 1987; Gillard et al. 1987; Yen et al. 1987), seltener auf Punktmutationen (Basler
et al. 1992; Alperin und Shapiro 1997) oder posttranslationalen VVerdnderungen des Proteins
(Shapiro et al. 1989). Gerade die Punktmutationen sind jedoch im Hinblick auf das Verstand-
nis der biologischen Bedeutung der einzelnen Molekdilregionen interessant (Sugawara et al.
2006). Schwangerschaften mit einem betroffenen ménnlichen Fetus sind diagnostisch erk-
ennbar an den niedrigen Konzentrationen freier Ostrogene im maternalen Blut (David et al.
1995). Ursache dafur ist, dass die humane Plazenta nicht in der Lage ist, den Prekursor DHEA

selbst zu synthetisieren, da ihr die 17a-Hydroxylase fehlt. Sie ist bei der Ostrogensynthese de-



shalb darauf angewiesen, in der fetalen und maternalen Nebenniere gebildetes und tiber den
Blutstrom in die Plazenta gelangendes DHEA-Sulfat zu desulfatieren und dann als Ausgangs-
substanz fiir die plazentare Ostrogensynthese zu verwenden (Konzept der feto-maternale Ein-
heit) (Diczfalusy 1964). Bei Schwangerschaften mit einem Steroidsulfatase-defizienten Fetus
wird das DHEA-Sulfat aus dem fetalen bzw. maternalen Blut nur eingeschréankt oder Gber-
haupt nicht von der Plazenta desulfatiert, wodurch die Effizienz der plazentaren Ostrogensyn-
these je nach Grad des Steroidsulfatasemangels reduziert ist. Die Schwangerschaftsdauer wird
dadurch zum Teil verlangert, es kommt h&ufiger zu Wehenschwéche, seltener zu Fruchttod,
Wachstumsverzdgerungen des Fetus oder Geburtskomplikationen (Traupe und Happle 1983;
Rizk und Johansen 1994; Keren et al. 1995). Die betroffenen Kinder entwickeln fischschup-
penartige Hautveranderungen in Form von grofen, braunen Borken, da Cholesterinsulfat, das
als Zwischenzell-Kittsubstanz im Stratum corneum der Haut dient, nicht gespalten werden
kann und sich anreichert. Hierdurch wird die normale Epithelabschilferung gestort (Ballabio
1995). Des weiteren kann es zu Hornhauttriibungen kommen und es gibt Hinweise auf eine
erhdhte Inzidenz von Kryptorchismus und Hodenkrebs bei den Betroffenen (Lykkesfeldt et al.
1991).

Die Steroidsulfatase wurde in vielen Organen des adulten Menschen nachgewiesen. Dazu ge-
héren Lunge, Aorta, Leber, Schilddrise, Hoden und Uterus. Im Uterus konnte eine Zyklusab-
hangigkeit der Steroidsulfatase-Expression gezeigt werden. Dort war die Steroidsulfatase-
MRNA besonders gehauft in der mittleren sekretorischen Phase des weiblichen Zykluses zu
finden. In Gehirn, Dinndarm, Dickdarm, Milz, Niere, Haut und Muskel konnten Miki et al.
(2002) dagegen keine Steroidsulfatase-Expression nachweisen. Dies widerspricht dem Ster-
oidsulfataseaktivitatsnachweis anderer Autoren und dem klinischen Bild der Ichthyosis bei
Patienten mit Steroidsulfatasedefizienz (siehe oben). Andere Autoren fanden Steroidsulfatase-
MRNA und Aktivitat im maturen Temporallappen des Gehirns und dort in Neuronen und
Caja-Retzius-Zellen (Steckelbroeck et al. 2004). Im Zentralnervensystem sollen sulfatierte
Steroide und freie Steroide gegensatzlich am GABA Rezeptor wirken (Park-Chung et al.
1999). DHEA-Sulfat zeigte im Mausversuch einen positiven Effekt auf das Erinnerungsver-
mogen (Flood et al. 1999). Eine neuronale Form der Steroidsulfatase kdnnte die Balance
zwischen freien und sulfatierten Steroiden dort mit regulieren. Uber eine vergleichbare
Wirkung beim Menschen liegen jedoch keine Informationen vor.

Eine Steroidsulfatase-Expression wurde ebenfalls im Ovar in Stroma, Follikel und Corpus lu-
teum beschrieben (Haning et al. 1990). In den Granulosazellen von Follikeln soll die Steroid-

sulfatase DHEA-Sulfat fir die Synthese von Androstendion und Estradiol verfigbar machen
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(Bonser et al. 2000). In den Epithelzellen des Eileiters war die Steroidsulfatase-Expression
verstérkt in den sekretorischen Zellen wahrend der frihen Lutealphase zu finden (Yanaihara
et al. 2001).

In der ménnlichen Reproduktionsbiologie wird nicht nur eine Beteiligung der Steroidsulfatase
an der Testosteronsynthese diskutiert. Auch bei der Reifung und Kapazitation der Spermien
und bei der Akrosomenreaktion soll die Steroidsulfatase involviert sein (Langlais et al. 1981).
So konnte der Einbau grofRer Mengen von Cholesterinsulfat in der Plasmamembran von
Spermien, vor allem im Bereich der Akrosomenkappe, nachgewiesen werden. Dies kénnte ei-
nen stabilisierenden Effekt auf die Plasmamembran haben und die Freisetzung von Akrosin,
einem protolytischen Enzym, spezifisch hemmen (Roberts 1987). Im weiblichen Genitaltrakt
kann die Steroidsulfatase zu einem Zusammenbruch der Akrosomenmembran und so zur
Freisetzung der Akrosomenenzyme flihren (Reed et al. 2005).

In den Dermalpapillen von Haarfollikeln soll die Steroidsulfatase DHEA-Sulfat hydrolysie-
ren. Das gebildete DHEA soll dann zur Synthese von 5a-Dihydrotestosteron verwendet wer-
den. Hierdurch soll die Steroidsulfatase an der Entwicklung der Alopecia androgenetica betei-
ligt sein (Hoffmann et al. 2001b). Steroidsulfatase wurde ebenfalls nachgewiesen in der Ne-
benniere (Munroe und Chang 1987; Miki et al. 2002), Hoden (Payne et al. 1971; Kawano et
al. 1973; Miki et al. 2002), Hautfibroblasten (Bedin et al. 1981; Chance und Gartler 1983;
Vogel et al. 1984), Leukozyten (Epstein und Leventhal 1981; Jobsis et al. 1983; Lykkesfeldt
et al. 1984b), Milz (Munroe and Chang 1987), Darm (Munroe und Chang 1987), Skelettmus-
kel (Munroe und Chang 1987), Herzmuskel (Munroe und Chang 1987), Myoepithelzellen
(Tobacman et al. 2002) und Fibroblasten der Brust (Newman et al. 2000).

Beim menschlichen Fetus fanden Miki et al. (2002) Steroidsulfatase-mRNA im Gehirn, Lun-
ge, Herz, Dinndarm, Dickdarm, Leber, Nebenniere, Schilddriise, Thymus und Niere. Im Syn-
cytiotrophoblasten der Plazenta konnten Salido et al. (1990) zum Ende des ersten und zu Be-
ginn des zweiten Trimesters der Schwangerschaft eine héhere Steroidsulfatase-Expression
nachweisen als im Zeitraum der Geburt. Mitchell et al. (1984) wiesen in Amnion, Chorion
und Deciduazellen die Spaltung von Estronsulfat bzw. DHEA-Sulfat zum Zeitpunkt der Ge-
burt nach.

Mittels immunelektronenmikroskopischer Methoden konnte die Steroidsulfatase in
Fibroblastenkulturen aus menschlicher Haut auf subzellulérer Ebene im rauem endoplasmati-
schen Retikulum, Golgiapparat, Plasmamembranen, Endosomen und coated pits, nicht jedoch
in den Lysosomen lokalisiert werden (Willemsen et al. 1988).



Eine besondere Bedeutung besitzt die Steroidsulfatase bei 6strogenabhédngigen Mammatumo-
ren. Diese kdnnen ebenfalls eine Steroidsulfatase-Aktivitat besitzen, mit der sie sulfatierte
Prekursoren aus dem peripheren Blut fur ihre eigene Steroidsynthese zuganglich machen oder
Estronsulfat in freie Ostrogen tiberfiihren und so fiir die Stimulation ihrer Proliferation nutzen
("Sulfatase-Pathway") (Santner et al 1984, Santen et al. 1986, Nakata et al. 2003). Im Brust-
krebsgewebe postmenopausaler Frauen hat man einen bis zu 2-40 fach erhéhten Ostrogen-
spiegel gefunden im Vergleich zum peripheren Blut (Edery et al. 1981; Santen et al. 1986). Es
konnte gezeigt werden, dass bei der intratumoralen Ostrogensynthese der Sulfatase-Pathway
wesentlich starker beschritten wird als die de novo-Synthese freier Ostrogene iber die Aro-
matase (Santen et al. 1986). 89% der von Evans et al. (1994) untersuchten Brustkrebsproben
waren Steroidsulfatase-positiv, unabhangig ob sie Ostrogenrezeptoren exprimierten oder
nicht. Es konnte auch gezeigt werden, dass es einen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem Steroidsulfatase-mRNA-Niveau in Brustkrebsgewebe und der Prognose fir die Patientin
gibt. Eine hohe Steroidsulfatase-mRNA-Expression erhéht die Wahrscheinlichkeit des Auf-
tretens von Lymphknotenmetastasen sowie eines Rezidivs des Tumors (Utsumi et al. 1999).
In der Therapie hormonabhangiger Mammatumoren wurden bisher neben der chirurgischen
Entfernung vor allem selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) und Aromataseinhibi-
toren eingesetzt (Howell 2001; Nakata et al. 2003; Eneman et al. 2004; Jordan und Brodie
2007). Seit wenigen Jahren werden Steroidsulfatase-Inhibitoren als neues Konzept in der The-
rapie menschlicher Mammakarzinome in klinischen Studien erprobt (Foster et al. 2006, 2007;
Stanway et al. 2006; 2007; Woo et al. 2007). In vitro und in Tierversuchen hatten sich diese
Substanzen als wirksam erwiesen (Foster et al. 2006, 2007 Stanway et al. 2006, 2007; Woo et
al. 2007).

2.8.2 Steroidsulfatase bei anderen Spezies

Steroidsulfataseaktivitaten finden sich auch bei anderen Spezies. Dies reicht von den Sauge-
tieren bis hin zu Helix pomatia, der Weinbergschnecke (Bleau et al. 1971).

Beim Meerschweinchen wurde Steroidsulfatase-Aktivitat in folgenden Organen nachgewie-

sen: Hoden, Uterus, Plazenta, Chorion, Amnion, Lunge, Milz, Dinndarm, Ovar, Leber und
Niere (Hobkirk et al. 1982). Aus der Plazenta und dem Endometrium isolierte Steroidsulfatase
war in der Lage, Estronsulfat und Pregnenolonsulfat zu spalten. Dabei zeigten sich deutliche
Unterschiede in Abhangigkeit vom Trachtigkeitsstadium. Wéhrend es in der Gesamtplazenta,
dem Chorion und dem Endometrium im Verlauf der Trachtigkeit zu einem signifikanten Ak-

tivitatsanstieg kam, war im Amnion ein deutlicher Abfall zu verzeichnen (Glutek und Hob-
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kirk 1990). Die Steroidsulfatase-Aktivitdt im nicht-graviden Meerschweinchenuterus l&sst
sich nach Beobachtungen von Roblin et al. (1986) nicht durch Cortisongaben erhéhen. Ver-
gleichbare Daten fur die Meerschweinchenplazenta liegen nicht vor.

Beim Schaf wurden Steroidsulfatase-Aktivitaten in der Niere, der Plazenta und dem Gehirn
nachgewiesen (Lakshmi und Balasubramanian 1979; Mathew und Balasubramanian 1982;
Hobkirk und Cardy 1985; Purinton et al. 1999). Dwyer und Robertson (1980) berichten Gber
einen Abfall der Aktivitat wahrend der Graviditat im Uterus, so dass eine mikrosomale Ste-
roidsulfatase-Aktivitat in der Spatgraviditat, unter der normalen Geburt und bei der glucocor-
ticoidinduzierten Geburt in der Plazenta kaum nachweisbar war (Mason et al. 1989). Wood
(2005) postuliert, dass die Steroidsulfatase im fetalen Schafgehirn an der Einleitung der Ge-
burt beteiligt ist. Nach seiner Theorie fiihren die hohen fetalen Ostrogensulfatkonzentrationen
zu deren Akkumulation im Gehirn des Fetuses. Aufgrund der dort nachgewiesenen Steroid-
sulfatase konnen direkt in dem Gehirnbereich, der die fetale Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse steuert, sulfatierte Ostrogene hydrolysiert werden. Die so gebildeten frei-
en Ostrogene konnen, laut seiner Theorie, die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse so beeinflussen, so dass es zu einer vermehrten ACTH-Sekretion aus der Hypophyse
kommt, wodurch sich der fetale Plasmacortisolspiegel erhoht. Dieser erhdhte Plasmacorti-
solspiegel soll dann die plazentare Ostrogensynthese weiter steigern und somit den positiven
Feedback-Kreis schlieRen, der schlieflich mit der Weheninduktion und der Geburt des Lam-
mes endet (Carnegie and Robertson 1978; Saoud und Wood 1997; Wood und Cudd 1997;
Wood et al. 2001, 2003).

Beim Rhesusaffen wurden &hnlich wie beim Menschen Steroidsulfatase-Aktivitaten in einer
Vielzahl von Organen gefunden: Nebenniere, Darm, Niere, Leber, Lunge, Fettgewebe, Ho-
den, Prostata, Samenblasendiise, Ovar, Myometrium, Endometrium, Eileiter, Cervix, Milch-
drise, Herz und Skelettmuskel. Die Steroidsulfatase war in der Lage, sowohl Estronsulfat als
auch DHEA-Sulfat zu spalten (Martel et al. 1994).

Beim Eber, einem Tier mit einer hohen testikularen Ostrogensynthese, konnten Steroidsulfa-
taseaktivitaten in Homogenaten des Hodens und in geringerem Mal3e auch in Nebenhoden-
homogenaten nachgewiesen werden (Rostalski 2005). Das Steroidsulfataseprotein konnte
immunbhistologisch in den Leydigzellen lokalisiert werden (Mutembei 2006). Auch in Uterus-
homogenaten gravider Sauen konnte Steroidsulfatase-Aktivitat nachgewiesen werden (Dwyer
und Robertson 1980).

Bei der Ratte wurde die Steroidsulfatase in Leber (Bleau et al. 1971; Dolly et al. 1972), Niere

(Kawano und Aikawa 1987), Gehirn (lwamori et al. 1976b) und dort im Plexus choroideus,



der Adenohypophyse und der Zirbeldriise (Kawano und Aikawa 1987), Prostata (Huot und
Shain 1988), sowie Uterus (Pack und Brooks 1970) beschrieben. Hemmt man die Steroidsul-
fatase im Rattengehirn, kommt es zu veranderten Gedéchtnisleistungen der Tiere (Li et al.
1997). Die Steroidsulfatase der Ratte spaltet Estronsulfat, Cholesterinsulfat, Pregnenolonsul-
fat und DHEA-Sulfat (Iwamori et al. 1976a, 1976b).

Auch beim Kaninchen wurde Steroidsulfatase im Uterus und dem fetalen Teil der Plazenta
gefunden (Challis und Greenblatt 1980; Holinka und Gurpide 1980).

Bei der Maus wurde die Steroidsulfatase in Lunge, Leber, Niere und Milz gezeigt. Im Mduse-
embryo fand sich Steroidsulfatase im Gehirn (Compagnone et al. 1997). Auch beim Auftreten
von Ossifikationskernen wurde im fetalen Knorpel Steroidsulfatase-mRNA beobachtet
(Compagnone et al. 1997).

Beim Rind wurde Steroidsulfatase-Aktivitat im Hypothalamus und dem Mittelhirn (Park et al.
1997) und bei trachtigen Tieren in den Plazentomen und im interkarunkuldren Endometrium
nachgewiesen (Janszen 1995). In den Plazentomen war die Aktivitat vor allem auf der mater-
nalen Seite und nur im geringerem Male im fetalen Anteil zu finden (Mattioli 1984; Mostl
1986, Hofman et al. 2001a). Wéhrend der Trachtigkeit beobachtete Hoffmann et al. (2001a)
relativ konstante Steroidsulfatase-Aktivitaten in Kotyledonen- bzw. Karunkelhomogenaten.
Die gemessene Enzymaktivitat sank jeweils unter der Geburt signifikant ab. Janzsen et al.
(1995) berichten dagegen Uber einen Anstieg der Steroidsulfatase-Aktivitat in den Plazento-
men im Zusammenhang mit der Geburt. Bei neugeborenen Kéalbern werden sehr selten
Ichthyosis-Falle beobachtet. Ein Zusammenhang mit der humanen Steroidsulfatasedefizienz
ist beim Rind jedoch nicht bekannt (Dahme und Weiss 1999).

2.9 Sodium dependent organic anion transporter (Soat)

Dieser Transporter wurde erstmals 2004 von Geyer et al. bei der Ratte entdeckt und beschrie-
ben. Mittlerweile wurde der Soat auch beim Menschen und der Maus vollstandig kloniert
(Genbank Accession no. EF437223.1 und NM_029415). Des Weiteren wurden bereits 305
bis 573 Basenpaare groRe Fragmente der Soat-Nukleotidsequenz bei Pferd, Hund und Rind
ermittelt und in die Genbank eingetragen. Der Nachweis dieser Soat-Fragmente ist im Hoden
der jeweiligen Tierart gefihrt worden (Accession no. DQ409210, DQ409211, DQ409212).
Weitere Informationen existieren bei diesen Tierarten zurzeit nicht.

Der Soat ist unter der Bezeichnung SLC10AG6 in die Familie der Solute Carrier Family 10
eingeordnet worden. Ursprunglich enthielt diese Familie nur zwei Mitglieder, das Natrium-

27



28

Taurocholat Cotransport Polypeptid (NTCP oder SLC10A1) und den Apical Sodium Depen-
dent Bile Salt Transporter (ASBT oder SLC10A2). Sie transportieren natriumabhéngig Gal-
lensduresalze in Leberzellen (NTCP) bzw. in Gallengangepithelzellen, Enterozyten des I-
leums und in Nierenzellen des proximalen Tubulus (ASBT) und haben somit entscheidenden
Einfluss auf die Gallenséurezirkulation im enterohepatischen Kreislauf (Hagenbuch und
Dawson 2004). Diese beiden Transporter kommen in Tieren, Pflanzen und Bakterien vor und
hatten bereits 2004 tiber 50 bekannte Mitglieder (Hagenbuch und Dawson 2004). Der Soat
wurde nach seiner Entdeckung wegen seiner hohen Nukleotidsequenzhomologie mit dem
ASBT (ca. 70%) und der sehr &hnlichen Genstruktur in die Familie SLC10 eingeordnet.
Funktionell unterscheidet er sich jedoch deutlich vom NTCP und ASBT, denn er transportiert
nach derzeitigem Kenntnisstand keine Gallensduresalze (Ausnahme: Taurolithcholinséure-3-
sulfat beim humanen Soat), sondern sulfatierte Steroide wie Estronsulfat, Dehydroepi-
androsteronsulfat (DHEA-Sulfat) und Pregnenolonsulfat zusammen mit Natriumionen. Dies
macht ihn in allen Organen mit Steroidogenese (z.B. Hoden, Plazenta, Nebenniere) zu einem
aussichtsreichen Kandidaten flr die Aufnahme von sulfatierten Steroidprekursoren in die Zel-
le (Geyer et al. 2006).

Relativ gut untersucht ist der Soat bei der Ratte. Die entsprechende Sequenz besteht aus ei-
nem Open Reading Frame (ORF) von 1113 bp, deren 6 Exone auf dem Chromosom 14 lokali-
siert sind. Sie kodieren fir ein Protein mit 370 Aminoséuren, das eine Homologie zu dem
Asbt und Ntcp der Ratte von 42% bzw. 31% zeigt. Das von der Arbeitsgruppe Geyer (2004)
favorisierte Membrantopographiemodell stellt das Protein so dar, dass es mit neun Trans-
membrandomaénen in die Zellmembran eingebunden ist, wobei der N-Terminus extrazellular
und der C-Terminus intrazellulér zu liegen kommen. Bei der Expression in Xenopus leavis-
Oozyten konnte gezeigt werden, dass der Soat Estronsulfat und DHEA-Sulfat transportiert,
nicht aber Taurocholat, Ostradiol-17p-glucuronid oder Ouabain. Eine Expression dieses
Transporters konnte in Gehirn, Herz, Niere, Nebenniere, Lunge, Muskel, Milz, Hoden, Diinn-
darm und Colon der Ratte nachgewiesen werden (Geyer et al. 2004).

Der ebenfalls aus sechs Exonen bestehende open reading frame des menschlichen Soats um-
fasst 1134 bp, wobei im Genom die Exone dem Chromosom 4 zugeordnet wurden. Die
menschliche Soat-Sequenz kodiert fiir ein Protein mit 377 Aminosauren. Das Protein mit ei-
nem angehangten Flag-Tag ist 46 kDa groR und glykosyliert. Nach Abspaltung der Zuckersei-
tenketten sinkt das Molekulargewicht auf 42 kDa. Fir das Protein wurden ein 7-, 8-, und 9-
Transmembrandomanenmodell errechnet. Geyer et al. (2007) favorisierten jedoch das 7-

Transmembrandoméanenmodell, bei dem der N-Terminus extrazellulér liegt und der C-



Terminus intrazellulér. Besonders viel Soat-mRNA wurden im Hoden, der Plazenta und dem
Pankreas des Menschen gefunden. Geringere Mengen waren aber auch im menschlichen
Herz, Lunge und Milchdrise nachweisbar. Der humane Soat wurde stabil in HEK293-Zellen
transfiziert. In Transportstudien an diesen transfizierten Zellen wurde gezeigt, dass der Soat
Estronsulfat (K, 12,0), DHEA-Sulfat (K, 28,7) und Pregnenolonsulfat (K, 11,3) natriumab-
hangig transportiert, aber keine Gallensauren (Ausnahme Taurocholinsduresulfat). Der Trans-
port konnte von mehreren nichtsteroidalen Organosulfaten gehemmt werden (Geyer et al.
2007).
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Probenentnahme

Die Gewinnung von Plazentomen erfolgte am Schlachthof Giessen. Verwendet wurden die
Uteri 24 kommerziell geschlachteter, trachtiger Rinder. Nach Eréffnung des Uterus wurden
3-5 Plazentome aus der Mitte des fruchttragenden Horns entfernt. Ein Teil davon wurde fur
die Dauer des ca. 30-minitigen Transportes zum Labor in eiskaltem PBS gelagert, der andere
Teil unmittelbar nach der Gewinnung in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Im Labor wurde
das Probenmaterial dann weiterverarbeitet und konserviert. Das schockgefrorene Gewebe
wurde bis zur Gewinnung von RNA und Proteinen bei —80°C gelagert. Das in kaltem PBS
transportierte Gewebe wurde so zugeschnitten, dass sich im Abstand von 0,5-1,0 cm mehrere
parallele Langsschnitte von der Chorionplatte bis zum Karunkelstiel durch die gesamte Hohe
der Interdigitationszone des Plazentoms ergaben. Diese Gewebsstiicke wurden 24 Stunden
lang in 4%iger, neutralgepufferter Formaldehydlosung (Formol nach Lilli) fixiert und dann
ca. 5-6 Tage lang in 0,1 M Phosphatpuffer gelagert, der alle 3 Tage gewechselt wurde. Mittels
aufsteigender Alkoholreihe (je 24 Stunden in 30%, 50%, 70%, 100% Ethanol) wurde das Ge-
webe entwéssert und schliel3lich in Paraffin eingebettet.

Das Stadium der verwendeten Graviditaten vom Schlachthof wurde anhand der gemessenen
Scheitel-Steilange (SSL) des Fetus unter Verwendung der Formel nach KELLER errechnet
(Schnorr 1996):

geschatzter Tréchtigkeitstag = 28(\/ SSL+1- 1)

Zur Beurteilung prapartaler Vorgénge in der Plazenta wurden vier tragende Kiihe mit bekann-
tem Besamungsdatum angekauft. Um bei der Probenentnahme den Zeitraum der prapartalen
Luteolyse zu treffen, wurden in den letzten beiden Trachtigkeitswochen im 8 Stunden-
Abstand Blut genommen und der Progesteronwert bestimmt (ACS:180 Bayer-Progesterone-
ACS-Kit, Fernwald). Sobald der Progesteronwert die Marke von 1,5 ng/ml (4,8 nmol/l) unter-
schritt, wurde eine Sectio cesarea durchgefiihrt (Tag 273-282) und dabei einzelne Plazentome
entfernt. Keines dieser Tiere zeigte zum Zeitpunkt des Eingriffs Anzeichen von Wehen. Bei
einem Tier konnte aufgrund eines technischen Problems am Tag 282 kein Progesteronwert
gemessen werden, hier wurde die Sectio cesarea aufgrund von Zeichen der nahenden Geburt
(MilcheinschielRen in die Zitzen, Verflissigung des cervikalen Schleimpfropfs, hochgradiges
Vulvaddem) durchgefiihrt. Die nachtrégliche Progesteronmessung ergab jedoch, dass der

Progesteronabfall zum Zeitpunkt der Probennahme noch nicht eingetreten war. Deshalb wur-
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de dieses Tier der Gruppe der hochtrachtigen Rindern (drittes Trimester der Graviditét) zuge-
ordnet.

Zusatzlich wurden von drei Tieren mit termingerechter Geburt, spontanem Geburtsbeginn und
Dystokie infolge relativer oder absolut zu grof3er Frucht im Rahmen der medizinisch indizier-
ten Sectio cesarea Plazentome entnommen und der Geburtsgruppe zugeordnet. Die entwickel-
ten Kalber waren in allen Féllen matur und vital.

Die Versuchstiere wurden jeweils in eine der vier folgendenen Versuchgruppen eingeordnet:
zweites Trimester der Trachtigkeit (errechneter Tréchtigkeitstag 91-180), drittes Trimester der
Trachtigkeit (errechneter Tréachtigkeitstag 181-260), prépartal (keine &ul3erlichen Anzeichen
der Geburt, aber Progesterongehalt im maternalen, peripheren Blut unter 1,5 ng/ml), Geburt
(Spontangeburt).

Die Probengewinnung von lebenden Tieren war vorab beim Regierungsprasidium Giessen
angezeigt und genehmigt worden (Aktenzeichen Il 25.3 — 19c¢ 20/ 15¢G/18/14).

3.2 Gewinnung von RNA

Tiefgefrorene Gewebestiickchen wurden in Alufolie verpackt und mit Hammerschlagen grob
vorzerkleinert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefihrt. Die Gewebetrimmer
wurden in einen auf -80°C vorgekihlten, sterilen Moser iberfiihrt und unter Zugabe von flis-
sigem Stickstoff mittels Pistill pulverisiert. Ca. 0,1 g Gewebepulver wurden in je ein steriles

2 ml Eppendorfgefal umgefullt, sofort mit 1 ml Trizol versetzt und mit dem Ultraturrax ho-
mogenisiert. Nach einer 10-minutigen Ruhephase auf Eis wurden 200 pl eiskaltes Chloroform
dazupipettiert, das Gefal kurz geschiittelt, 5 min. gewartet und dann zentrifugiert

(21.000 g/15 min., 4°C). Es entstanden 3 Phasen. In der obersten, farblosen, wassrigen Phase
befand sich die RNA, in der weien Intermedidrphase Zelltrimmer und Lipide und in der un-
tersten, rosa gefarbten Phase DNA und Proteine. VVorsichtig wurde die oberste Phase abge-
saugt und in ein Eppendorfgefal berfiihrt. Die RNA-Phase wurde auf Grund ihrer Instabilitat
sofort weiterverarbeitet. Zur weiteren Aufreinigung der RNA wurde zuerst der oben beschrie-
bene Chloroform-Zentrifugationsschritt mit der RNA-Phase wiederholt und das Pellet ver-
worfen. Der Uberstand wurde 1:1 mit eisgekiihltem Isopropanol versetzt, geschittelt, und
mindestens 30 min. lang bei —20°C inkubiert. Danach wurde das Gemisch zentrifugiert
(21.000 g/10 min., 4°C) und der Uberstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde dann mit

500 pl eiskaltem 70%igen Ethanol versetzt, 10 min. gewartet, zentrifugiert (21.000 g/10min,

4°C) und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde dann wiederholt. Anschlie-
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Rend wurde das Pellet bei Raumtemperatur (RT) trocknen lassen und mit 50 ul autoklavier-
tem Wasser mit RNase-Inhibitor (1 U/ul) 5-10 min. im Wasserbad bei 70°C geldst.

Die Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA erfolgte photometrisch. Dazu wurde
eine 1:100-Verdlnnung der RNA-Praparation mit autoklaviertem Wasser hergestellt und die-
se in UV-Kivetten ins Photometer eingesetzt. Gemessen wurde die Extinktion bei 260 nm.
Als Leerwert diente autoklaviertes Wasser. Anschlieend wurde ein Aliquot einer Arbeitsver-
dunnung mit einer RNA-Konzentration von 100 ng/pl hergestellt und Stammldsung bei —

80°C und Arbeitsverdinnung bei —20°C gelagert.

3.3 PCR

3.3.1 DNase-Behandlung

Vor jeder reversen Transkription wurde eine DNase-Behandlung der RNA-Praparation
durchgefiihrt, um falsch positive Ergebnisse in der PCR durch DNA-Kontaminationen zu
vermeiden. Alle Pipettierschritte fanden auf Eis statt. Zunachst wurde ein DNase-Mix herge-
stellt:

Tab.1l: Zusammensetzung des DNase-Mixes

Komponente Volumen Stammldsung
MnCl, 1l 10 mM
PCR-Puffer 1l 10x
DNase I, RNase frei 1l 10 U/ul
RNase-Inhibitor 0,25 pl 40 U/l

3,25 pl des DNase-Mixes wurden mit 6,25 pl RNA-Arbeitsverdiinnung (100 ng RNA/ul) in

einem 0,5 ml Eppendorfgefal vermischt und wie folgt im Thermocycler inkubiert:

Tab. 2: Inkubationsprotokoll fur die DNase-Behandlung

Temperatur Dauer
37°C 10 min.
75°C 5 min.
4°C bis Ende




AnschlieBend musste die so behandelte RNA sofort weiter flr die reverse Transkription ver-

wendet werden, da sie relativ instabil war.

3.3.2 Reverse Transkription

Zur cDNA-Synthese wurde die DNase-behandelte RNA (s. Kapitel 3.3.1.) verwendet. Das
folgende Protokoll ist angelehnt an das vom Hersteller des benutzten RT-PCR Core Kits (Ap-
plied Biosystems GmbH, Weiterstadt) empfohlene Verfahren. Der RT-Mastermix setzte sich

wie folgt pro Ansatz zusammen:

Tab. 3: Zusammensetzung des RT-Mastermixes

Komponente Volumen Stammldsung
MgCl, 2 ul 25 mM
PCR-Puffer 1pl 10 x
Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix 4 ul 10 mM
Random Hexamers 0,5 ul 50 uM
RNase-Inhibitor 0,5 ul 20 U/ul
Reverse Transkriptase 0,5 ul 50 U/ul

8,5 ul RT-Mastermix und 1,5 pul DNase behandelte RNA wurden in einem 0,5 ml Eppendorf-

gefal gemischt und nach folgendem Programm im Thermocycler inkubiert:

Tab. 5: Inkubationsprotokoll fiir die reverse Transkription

Temperatur Dauer

21°C 8 min.
42°C 15 min.
99°C 5 min.
5°C 5 min.
4°C bis Ende

Nach der Abkuhlung auf 4°C wurde die cDNA entweder direkt weiter verarbeitet oder bei

-20°C gelagert.
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3.3.3 Qualitative PCR

Der Ansatz fir eine qualitative PCR bestand aus einem Pufferpramix, je einem genspezifi-
schen Vorwarts- und Rickwartsprimer, cDNA der zu untersuchenden Probe und einer DNA-
Polymerase. Die Primer wurden mit Hilfe der Programme Oligo Analyzer 1.0.2 sowie Oligo
Explorer 1.1.0. (Teemu Kuulasmaa, University of Kuopio, Finnland) ausgewahlt. Als Quell-
sequenzen wurden entweder bereits verdffentlichte Sequenzen aus der Genbank, von anderen
Spezies selbst mit dem Programm Bioedit (Hall 1999) erstellte Konsensussequenzen oder ei-
gene Sequenzierergebnisse verwendet. Alle Primer wurden zusétzlich mittels Blast an den je-
weils aktuellen Rindergenomdaten tberpruft, um die Bindung an weitere Gene zu vermeiden.
Die ausgewahlten Primerpaare wurden von MWG Biotech AG (Ebersberg) bzw. von Euro-
gentec S.A. (Seraing, Belgien) synthetisiert. Bei jedem Versuchsansatz wurde als Negativkon-
trolle eine Praparation verwendet, bei der die RNA-L6sung bei der DNase-Behandlung durch
autoklaviertes Wasser ersetzt worden war. Gleichzeitig wurde als Positivkontrolle ein bereits
erprobtes und bewéhrtes Primerpaar flir das Housekeeping Gene B-Aktin verwendet (Shemesh
et al. 1997). Der Prémix fiir einen PCR-Ansatz setzte sich folgendermafen zusammen:

Tab. 6:  Zusammensetzung des Pramixes fur einen PCR-Reaktionsansatz

Komponente Volumen Stammldsung
MqgCl, 2 ul 25 mM
PCR-Puffer 4 pl 10 X
autoklaviertes Aqua bidest. 32,75 pl

Dieser Pramix wurde zum PCR-Mix weiterverarbeitet. Dazu wurden fir einen PCR-Ansatz

verwendet:

Tab. 7.  Zusammensetzung des PCR-Mixes fur einen Reaktionsansatz

Komponente Volumen Stammldsung
PCR-Pramix 38,75 ul
Vorwartsprimer 0,5 ul 20 pmol/ul
Rickwartsprimer 0,5 ul 20 pmol/ul
Amplitag® Gold Polymerase 0,25 pl 5 U/ul

Alle Komponenten wurden griindlich durchmischt. Dann wurden pro Ansatz 40 pl PCR-Mix
mit 10 pl DNase-behandelter cDNA in einem 0,5 pl Eppendorfgefall vermengt und nach fol-

gendem Basisprogramm im Thermocycler inkubiert:



Tab. 8: Inkubationsprotokoll fiir die PCR-Reaktion

Programmschritt Temperatur Dauer

1: Initiale Denaturierung 94°C 1 min.

Beginn der Zyklen

2: Denaturierung 94°C 10 min.
3: Primeranlagerung Mittlere Schmelz- 2 min.
39 Wieder-
temperatur der
. holungen
Primer
4: Elongation 72°C 1-3 min.
Ende der Zyklen

5: Finale Elongation 72°C 6 min.
6: Bis zur Entnahme 4°C

Schritt 1 diente der initialen Denaturierung und der Aktivierung der verwendeten Hot-Start-
Polymerase. Schritte 2-4 wurden 39 Mal wiederholt, bevor es mit Schritt 5 weiterging. Die
entstandenen PCR-Produkte wurden nach der Entnahme aus den Cycler direkt mittels Gele-
lektrophorese (siehe Kap. 3.4) analysiert oder bei —20°C gelagert.

3.34 RACE-PCR
Die Rapid Amplification of cDNA Ends PCR (RACE-PCR) diente dazu, ausgehend von ei-

nem kurzen, bereits bekannten Stiick einer MRNA-Sequenz, deren 5’- und 3’-Enden zu ermit-
teln.
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Die cDNA’s fur die 3’- und die 5’-RACE-PCR wurden getrennt hergestellt, da sie unter-
schiedliche Modifikationen an ihren UTR-Enden benotigten. Am 3’-Ende einer Sequenz fin-
det man einen A-Cluster, der als Poly-A-Tail bezeichnet wird. Bei der Synthese der cDNA fiir
die 3’-RACE-PCR via reverser Transkription (s. Abb. 4) befandet sich am 3"-Ende des Syn-
theseprimers, der am Poly-A-Tail der mRNA band, zusatzlich ein Adapter. Dieser Adapter
wurde bei der reversen Transkription an die entstehende 3’-RACE cDNA angefigt und diente
spater als Bindungsort flr den Universalprimer bei der RACE-PCR. Bei der Synthese der
cDNA fiir die 5’-RACE-PCR (s. Abb. 5) musste ebenfalls ein Adapter angefligt werden, je-
doch am 5’-Ende der neuen cDNA. Der Syntheseprimer band wie gerade beschrieben am Po-
ly-A-Tail der Sequenz. Nach dem Erreichen des 5’-Endes der Matrize bei der Synthese fiigte
die Polymerase zusatzliche Nukleotide, vor allem Cytosine, in 3’-Richtung an den neusynthe-
tisierten Strang an. Im néchsten Schritt 16ste sich dieser modifizierte Strang vom Original ab
und ein Primer mit einer poly-G-Sequenz und einem Adapter band an das

3’-Ende des modifizierten Strangs. Im Zuge der reversen Transkription hatte nun der entste-
hende Strang ein poly-G-Muster und einen Adapter am 5’-Ende.

Bei der 3’-RACE-PCR band nun ein genspezifischer Primer an dem bereits bekannten Teil
der Sequenz und diente als VVorwartsprimer. Der Riickwértsprimer wurde als Universalprimer
bezeichnet und band an dem am 3’-Ende der cDNA angehédngten Adapter (Abb. 4). Bei der
5’-RACE-PCR war die Verteilung der Primer genau umgekehrt, der genspezifische Primer
stellt der Riickwartsprimer dar, wéhrend der Universalprimer am angehéngten Adapter des
5’-Endes der cDNA band (Abb. 5). Es folgt ein Inkubationsprogramm im Thermocycler, das
in seinem Aufbau dem in Kap. 3.4.3 beschriebenen PCR-Programm entsprach. Allerdings lag
das Temperaturoptimum der verwendeten RACE-Polymerase etwas hoher als das der Ampi-
taq Gold® und die Elongationszeit wurde mit 3 min. veranschlagt, da die Lénge der mitsyn-
thetisierten 3’ bzw. 5 UTR schwer einzuschétzen war (Tab. 10).

Zur Durchfuhrung der modifizierten cDNA-Synthese und der RACE-PCR wurde das SMART
RACE cDNA Amplification Kit (BD Biosciences Clontech) in Anlehnung an die Hersteller-
angaben verwendet. Der Mix zur Synthese der cDNA fir die 3* bzw. 5° RACE-PCR enthielt

folgende Komponenten:
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Tab. 9: Zusammensetzung des Mixes fur die cDNA-Synthese zur Verwendung in der 5’-
bzw. 3’-RACE-PCR.

Komponente cDNA-Synthese fur 3’-RACE |cDNA-Synthese fir 5’-RACE
Oligo-dT-Primer - 1pl
BD SMART Il A i 1 pl
oligo

Oligo-dG-Primer 1pl -
autoklaviertes Wasser 1pl -
5x First-Strand Puffer 2l 2l
Dithiothreitol (20mM) 1l 1l
dNTP-Mix (10mM) 1l 1l
BD PowerScript Re- 1l 1ul
verse Transkriptase

RNA (200ng/ul) 3ul 3ul

Die Komponenten wurden sorgféltig vermischt, 90 min. lang bei 42°C im Thermocycler in-

kubiert und die Reaktion durch eine 7 minutige Erhitzung auf 72°C abgestoppt. Die so ge-

wonnene cDNA wurde entweder sofort weiterverwendet oder bei —20°C gelagert.
Der RACE-PCR-Mix bestand aus folgenden Bestandteilen:




Tab. 10: Zusammensetzung des 5’- bzw. 3’-RACE-PCR-Mixes fir jeweils eine Reaktion

Substanz cDNA-Synthese fiir 3’-RACE | cDNA-Synthese fur 5’-RACE
autoklaviertes Wasser 34,5 ul 34,5 ul
10x BD Advantage 2 5ul 5ul
PCR Puffer
dNTP-Mix (10mM) 1 pl 1 pl
50x BD Advantage 2 1l 1l
Polymerase Mix
Universalprimer 5ul 5ul
Genspezifischer Vor- 1l -
wartsprimer
(10pmol/pl)

Genspezifischer - 1l
Rickwartsprimer

(10pmol/ul)

3’-RACE cDNA 2,5 ul -
5’-RACE cDNA - 2,5 ul

Fur die RACE-PCR wurde folgendes Temperatur-Zeit-Manangment im Thermocycler ge-

wahlt:
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Tab. 11: Inkubationsprotokoll fur die RACE-PCR

Programmschritt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 94°C 1 min.

Beginn der Zyklen

Denaturierung 94°C 1 min.
. 3 39 Wieder-
Primeranlagerung 65°C 2 min.
holungen
Elongation 72°C 3min.
Ende der Zyklen
Finale Elongation 72°C 10 min.
Bis zur Entnahme 4°C

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese (siehe Kap. 3.4) der Grolie
nach aufgetrennt, ausgeschnitten, aus dem Gel extrahiert (siehe Kap. 3.5) und durch Klonie-
rung in E. coli vermehrt (siehe Kap. 3.7), um gentigend Material fir die Sequenzierung zu er-
halten. Durch das Uberlappen der so erhaltenen Fragmente mit dem bereits bekannten Mittel-
teil der Sequenz konnte der open reading frame des Zielgenes vervollstandigt und zusétzlich

Teile der angrenzenden 5°- und 3’-UTR ermittelt werden.

3.3.5 Real-Time RT-PCR

Zur Messung der Expression der Zielgene Steroidsulfatase und Soat auf mRNA-Ebene, wurde
jeweils ein semiquantitatives Real-Time RT-PCR-Verfahren angewendet. Hierbei wurde die
relative Genexpression im Vergleich zu einem Kalibrator nach Normalisierung der Proben
bezuglich eines Referenzgens (Housekeeping Gene) ermittelt. Als Kalibrator wurde die Probe
mit der niedrigsten Zielgenexpression verwendet. Als Referenzgen diente GAPDH. Die Real-
Time RT-PCR (Tagman—Methode) funktioniert folgendermalen: Zunéchst wéhlt man ein ge-
eignetes Primerpaar aus. In den Sequenzbereich zwischen den Primern platziert man dann die
Sonde. Primer und Sonde mussen genspezifisch sein. Wenn mdglich, sollte die Sonde auf ei-
ner Exon-Exon-Grenze der mRNA sitzen, um eine Reaktion mit genomischer DNA auszu-
schlieRen. Ist dies nicht machbar, so muss die RNA vor dem Umschreiben in cDNA mit DNa-
se behandelt werden (siehe Kap 3.4.1). Die Sonde ist an einem Ende mit einem Fluoreszenz-

farbstoff, am anderen Ende mit einem Quencher versehen. Solange sich Farbstoff und Quen-



cher in enger raumlicher Nahe befinden, absorbiert der Quencher die bei Anregung freiwer-
dende Energie des Fluoreszenzfarbstoffs und unterdriickt so dessen Fluoreszieren. Bei der
PCR binden zun&chst Primer und Sonde an der cDNA (Abb. 6). Die Tag-Polymerase verlan-
gert ausgehend von den gebundenen Primern den komplementéren Strang und sto(3t dabei auf
die Sonde. Da die Tag-Polymerase eine Nukleaseaktivitat hat, baut sie nun die gebundene
Sonde ab. Bei dem Abbau der Sonde werden Fluoreszenzfarbstoff und Quencher freigesetzt.
Da der Quencher nun nicht mehr das Fluoreszieren des Farbstoffes verhindern kann, entsteht
ein Fluoreszenzsignal, das von der Messeinrichtung des Cyclers detektiert wird. Die Signal-

stérke ist dabei proportional zur PCR-Produktzunahme.

Worwartsprimer
cDIA
Worwartsprimer
cDIA
Ricowdrtsprimer
Vorwartsprirmer E
) cDNA
Ficosartsprimer

Abb. 6: Prinzip der TagMan-Methode: Erst wenn die Sonde wahrend der PCR im Rahmen
der Strangverlangerung abgebaut wird und sich der Farbstoff (F) vom Quencher (Q)
entfernen kann, erhélt der Farbstoff seine Fahigkeit zur Aussendung eines Fluores-

zenzsignals zuriick.

In einem Vorversuch wurde eine vergleichbare Effizienz der Primer-Sonden-Kombination fr
das jeweilige Zielgen im Vergleich zum bereits etablierten System fur das Housekeeping Ge-
ne bestatigt. Dazu wurden Real-Time RT-PCRs mit sich verdoppelnden RNA-Mengen fur das
Housekeeping Gene und das Zielgen durchgefiihrt. Hierbei missen die erhaltenen Reaktions-

kurven missen dabei moglichst parallel verlaufen, so dass gewéhrleistet ist, das die Amplifi-

41
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kation von Zielgen und Housekeeping Gene proportional zu einander verlaufen und damit
vergleichbar sind. Dieser VVorversuch wurde sowohl fiir die Steroidsulfatase-GAPDH und die
Soat-GAPDH- Real-Time PCR-System durchgefiihrt und bestétigte die Eigung beider Syste-
me fir dieses PCR-Verfahren. Basierend auf diesem Vorversuch wurde auch die in die Pro-

benanséatze einzubringende RNA-Menge fiir den Hauptversuch festgelegt.

Bei der Versuchsdurchfiihrung wurde zunéchst flr jedes zu detektierende Gen ein separater

Mix erstellt. Er beinhaltete pro Ansatz:

Tab. 12: Zusammensetzung des Mixes fur eine Real-Time RT-PCR-Reaktion

Komponente Volumen Stammldsung
gPCR Mastermix (Eurogentec) 12,5 ul 2X
autoklaviertes Wasser 3,5 ul
Vorwartsprimer 1,5 ul 5uM
Ruckwartsprimer 1,5 ul 5uM
Sonde 1,0 pl 5uM
DNase behandelte cDNA 5ul entstanden aus 500 nmol

RNA
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Tab. 13: Sequenzen der verwendeten Real-Time RT-PCR Systeme fur die Zielgene Steroid-

sulfatase und Sodium-dependent Organic Anion Transporter (Soat) sowie fir das

Referenzgen GAPDH (for = VVorwértsprimer; rev = Ruckwartsprimer).

Sonde: 5-CTG GCATTG CCC TCAACG ACCACT T-3

Produkt-
Gen: Primer/Sonde gréRe | Accession-No.
for: 5-GCC TCC TGC TCG GCT TTC-3
Steroid ) ) DQ_532016
rev:  5-TGT CAC GGT TCC GCA TCA-3 65 bp
Sulfatase (nt 903-968)
Sonde: 5-CAC TAC TTT CGG CCG CTC AAC TGC TTC-3
for: 5-CTT TTC CAG ATG CTG AAT GGG TTT T-3'
EF_186076
Soat rev.:  5-CGTTTC CGT GTT TGT TCT TCAATC T-3' 81 bp
(nt 883-964)
Sonde: 5-ATG GTT GCT GCA TAT AAG-3'
for: 5-GCG ATACTC ACT CTT CTACCT TCG A-3
U85042
GAPDH |rev:  5-TCG TAC CAG GAA ATG AGC TTG AC-3 82 bp

(nt 827-908)

Die verwendeten Primerpaare und Sonden hatten die in Tabelle 13 angegebenen Sequenzen.

Die Sonden waren mit 6-FAM als Fluoreszenzfarbstoff markiert. Als Quencher wurde TAM-
RA (Steroidsulfatase, GAPDH) bzw. MGB (Soat) verwendet. Alle Proben wurden im Dop-
pelansatz gemessen. Dazu wurden 23 pl des Reaktionsgemisches (s. Tabelle 12)in je ein Well

einer 96 Well-Platte pipettiert. Die Pipettierschritte fanden alle auf Eis statt. Als Negativkon-

trolle dienten 2 Ansatze, bei denen die RNA durch Wasser ersetzt worden war und dann, wie

beschrieben, DNase-behandelt in die reverse Transkription eingesetzt worden war. Die 96

Well-Platte wurde mit einer Klebefolie verschlossen, das Reaktionsgemisch durch kurze

Zentrifugation am Wellboden luftblasenfrei versammelt und die Platte in den Lightcycler ein-

gesetzt. Zur Amplifikation wurde folgendes Programm verwendet:

Tab. 14: Inkubationsprotokoll fiir die Real-Time RT-PCR

Programmschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 10 min.
Denaturierung 95°C 15 sek. 40 Wieder-
Anlagerung und Elongation 60°C 1 min. holungen
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Der Lightcycler zeichnet die Fluoreszenzintensitét in jedem Well in jedem Zyklus auf. Das
Programm legt selbststandig einen Intensitatsschwellenwert fest, auch Threshold genannt, ab
dem die Intensitat des Fluoreszenzsignals die Intensitat der Hintergrundfluoreszenz signifi-
kant Gberschreitet. Dieser Wert sollte in einem Bereich liegen, in dem alle Proben einen ex-
ponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignals von einem zum nachsten Zyklus zeigen. Dieser
Wert kann auch nachtréglich manuell korrigiert werden. Die Zykluszahl, bei welcher in einem
Well dieser festgelegte Schwellenwert Uberschritten worden ist, wird als Ct— Wert bezeich-
net. Je hoher die Konzentration des gemessenen Genfragmentes in dem Versuchsansatz und
damit in der Ausgangs-mRNA war, umso friher wird dieser Schwellenwert erreicht und desto
niedriger ist der Cy— Wert. Er ist damit umgekehrt proportional zum Logarithmus der in die
Reaktion eingebrachten cDNA-Kopienzahl des zu messenden Gens. Zur Berechnung der rela-
tiven Genexpression wurden zunéchst fur jede im Doppelansatz gemessene Probe der C+—
Mittelwert fiir das Housekeeping gene GAPDH (Referenzgen) von dem ermittelten C+—

Mittelwert fiir das Zielgen subtrahiert. Dieser Wert nennt sich ACr:

ACt = Ct (Zielgen) - Cr (Referenzgen)

Als ndchstes wurde der AACt — Wert bestimmt. Dazu wurde die Probe mit der niedrigsten re-
lativen Expression, also mit dem hochsten ACr—Wert als Kalibrator verwendet, das heif3t, die-

ser Wert wird von allen ACt—Werten subtrahiert:

AACt = ACt—Kalibrator

Danach konnte die relative Genexpression (RGE), die die n-fache Expression des Zielgens im

Vergleich zu der Probe mit der niedrigsten Expression angibt, errechnet werden:

RG E - 2-AACT

Zur Prifung auf einen Einfluss der Beobachtungsgruppe auf die relative Genexpression wur-
de eine parametrische, einfaktorielle VVarianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Um einen Ein-
fluss der Gewebeherkunft (fetal oder maternal) und des Tréachtigkeitsstadiums zu analysieren,
wurde zusatzlich bei der Untersuchung der Soat mMRNA-Expression in Karunkel- und Kotyle-

donengewebe die Ergebnisse einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit gepaarten Stichpro-
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ben unterzogen. Die statistischen Berechnungen wurden von der AG Biomathematik und Da-

tenverarbeitung unter Leitung von Dr. K.Failing erstellt.

3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde verwendet, um DNA-Fragmente gemal ihrer GroRe
aufzutrennen und sichtbar zu machen. Dazu wurde zundchst fur ein 2%iges Gel 1,82 g Agaro-
se in 91 ml TBE-Puffer bei 560 Watt in der Mikrowelle zweimal aufgekocht und so vollstén-
dig geldst. Sobald die Losung auf eine Temperatur von 60-80°C abgekdhlt war, wurden 1,9 ul
einer 1%igen Ethidiumbromidldsung zugemischt und die LGsung in eine horizontale Ge-
lektrophoresegussform nach Kreutz gefillt, der Spacer fur die Geltaschen eingesetzt und das
Gel auskiihlen lassen. Es wurde dann in die Elektrophoresekammer eingesetzt, 0,5 cm hoch
mit TBE-Puffer tberschichtet und der Spacer entfernt. 15 pl DNA-L6sung (z.B. PCR-
Produkt, geschnittene Plasmid-DNA) wurden mit 1,5 pl Ladepuffer

(6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) zur besseren Markierung und Be-
schwerung der Probe vermischt und in eine Geltasche pipettiert. Zum spéteren GroRenver-
gleich wurden zusétzlich 1,5 pl einer GroRenstandard-Lésung (100 bp GeneRuler™, 100 bp
plus GeneRuler™ bzw. 1 kb GeneRuler™, MBI Fermentas, St. Leon-Rot), 7 pl autoklaviertes
Wasser und 1,5 pl Ladepuffer gemischt und in eine Geltasche pipettiert. Dann wurden die
Proben ca. 40 min. lang bei 125 V und ca. 300 mA im elektrischen Feld aufgetrennt. Die De-
tektion der entstandenen Banden erfolgte mittels Durchleuchtung mit UV-Licht (312 nm),
welches das an die DNA gebundene Ethidiumbromid orange aufleuchten lie3. Die Gele wur-

den wéhrend der Durchleuchtung fotografiert und elektronisch gespeichert.

3.5 Extraktion von PCR-Produkten aus dem Agarosegel

Verwendet wurde das Qiaex Il Gelextraktion Kit (Qiagen GmbH, Hilden). Die betreffenden
DNA-Banden wurden in dem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel unter UV-Licht
sichtbar gemacht, mit einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten und in ein 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal3 Gberfiihrt. Dann wurde das Gewicht der Gelstiicke bestimmt. Die weitere Ex-

traktion wurde gemél dem Protokoll des Qiaex Il Gelextraktion Kit-Herstellers durchgefihrt.
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3.6 Strategien zur Ermittlung unbekannter Gensequenzen

3.6.1 Bovine Steroidsulfatase

Zunachst wurde die bereits bekannte Sequenz der humanen Steroidsulfatase (Genbank,
NM_00351) mit Rindergenomdaten mittels BLAST verglichen. Dabei wurden mehrere Frag-
mente im Rindergenom gefunden, die eine groBe Ahnlichkeit mit Teilen der humanen Ste-
roidsulfatase-Sequenz hatten. Auf zwei dieser Fragmente wurde jeweils ein Primer des ersten
Paars (Sts_1 for bzw. rev; s. Tab. 15) platziert. Durch die entsprechende RT-PCR entstand ein
803 bp PCR-Produkt, das gelelektrophoretrisch aufgereinigt (siehe Kap. 3.4), aus dem Gel
ausgeschnitten, extrahiert (siehe Kap. 3.5), in einen pGEM-T Vektor kloniert, in

E. coli vermehrt, reisoliert (siehe Kap 3.7) und sequenziert wurde. Das néchste Primerpaar
(Sts_2_for bzw. rev) wurde so ausgewahlt, dass der Vorwartsprimer auf dem sequenzierten
Fragment bindet, wéhrend der Ruckwartsprimer auf einem weiter Richtung 3’Ende der
mMRNA gelegenen Fragment bindet. Das so entstandene, 751 bp grof3e Fragment wurde eben-
falls wie beschrieben kloniert und sequenziert. Es Uberlappte mit dem ersten Fragment und
lie} sich mit ihm zusammenflgen. Um die noch fehlenden 3’- bzw. 5’-Enden zu erhalten,
wurden RACE-PCR’s verwendet. Der genspezifische Vorwartsprimer (Sts_3-for) flr die
3’-RACE PCR und der genspezifische Rickwaértsprimer (Sts_4_rev) fir die 5’-RACE-PCR
wurde jeweils so an den Enden der sequenzierten Fragmente platziert, dass sich jeweils ein
uberlappender Bereich zwischen RACE-PCR Produkt und dem bereits sequenzierten Frag-
ment ergab. Auch diese Produkte wurden kloniert und sequenziert. Die verwendeten
Schmelztemperaturen der angegeben Primerpaare sind in Kap. 9.2 nachzulesen. Alle vier
Fragmente wurden dann zusammengefiigt, mit der humanen Sequenz und dem Rindergenom
abgeglichen, der Open Reading Frame (ORF) gesucht (Programm SMS 2), die Exon-Intron-
Grenzen anhand der humanen Genorganisation und der ag-/gt-Regel bestimmt, die Chromo-
somenzuordnung mittels Blast gegen das Rindergenom getroffen und der open reading frame
in Protein tbersetzt. AnschlieRend wurde mit einer weiteren RT-PCR der gesamte open rea-

ding frame amplifiziert, kloniert, sequenziert und in die Genbank eingetragen.



Tab. 15: Sequenzen der fir die Klonierung der bovinen Steroidsulfatase (StS) verwendeten

Primer und deren Position auf der bovinen Steroidsulfatase-Sequenz (DQ532016).
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PCR Methode |Primer Sequenz Position

Sts1_for 5'-CGTCCTGCTGATGGCTGACG-3' (nt 306-325)
RT-PCR 1

Sts1 rev 5'-TCGAAGAGAAGAGAGCCGTG-3' (nt 1089-1108)

Sts2_for 5'-ACGACAACCTCACGCAGAG-3' (nt 989-1007)
RT-PCR 2

Sts2_rev 5'-GGAAATCTCAAACAGCAGGG-3' (nt 1718-1737)
3'RACE-PCR |Sts_3 for 5'-TGGCACCCACCCAACAGCACG-3' (nt 1582-1602)
5'RACE-PCR |[Sts 4 rev 5'-GTCGATATTGGGAGTCCTGAGT-3' | (nt 367-387)

Sts_exp_for 5'-GACATGATGACCCTTCTGCTTC-3' (nt 232-253)
ORF Sts_exp_mitStop_rev | 5'-GTAACGGCTAAGGGCTGTGTC-3' (nt 1958-1978)

3.6.2 Boviner Soat und seine Varianten

Vom bovinen Soat existierte zu Beginn der eigenen Arbeiten bereits eine 1134 bp umfassende
Predicted Sequence (XM_613388) und ein 354 bp groRes Fragment (DQ_409211) in der
Genbank, sowie die humane Sequenz (EF_437223). Zun&chst wurden diese Sequenzen mit-

einander sowie mit dem Rindergenom verglichen. Als Strategie zur Ermittlung des Open

Reading Frames (ORF) wurde das sogenannte ,,Primer Walking“ verwendet, das sich tber-

lappende PCR-Produkte produziert. Die mit dem ersten Primerpaar (bovSOAT1; s. Tab. 16)

erhaltenen PCR-Produkte wurden im Gel aufgereinigt (Kap. 3.4), ausgeschnitten, aus dem

Gel extrahiert (Kap. 3.5) und sequenziert. Das zweite Primerpaar wurde so gewahlt, dass das

neu entstehende PCR-Produkt mit dem Produkt des ersten Primerpaares Uberlappt und dieses

erweitert. Zur Erfassung des 3-’ und 5’-Endes des open reading frames wurden mit Hilfe der

Rindergenomdaten die an den open reading frame anschlieBenden, mdglichen UTR-Bereiche

herausgesucht. Fir das 5’-Ende wurde der Vorwértsprimer (bov SOAT3_for) auf der 5’-UTR

platziert und der Rickwartsprimer (bov SOAT3_rev) auf dem bereits sequenzierten Mittel-

stlick der Sequenz. Fur das 3’-Ende war das VVorgehen genau umgekehrt (Primerpaar Bov-

SOAT4; Vorwaértsprimer auf dem Mittelstlick, Ruckwartsprimer auf der 3’-UTR). Anschlie-

Rend wurde noch ein Primerpaar (s. Tab. 17) eingesetzt, das Start- und Stopcodon einschloss,

um die Komplettsequenz zu erhalten. Alle verwendeten Schmelztemperaturen der Primerpaa-

re sind in Kap.9.2 zu finden.

Wahrend der Arbeiten zur Klonierung des bovinen Soats traten mehrere Varianten auf. An-

hand der Grélienunterschiede der entsprechenden PCR-Produkte wurden diese im Gel ge-
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trennt (Kap 3.4), ausgeschnitten, extrahiert (Kap 3.5), kloniert (Kap 3.7) und vollstandig se-
quenziert. Mit Primerpaaren, die gezielt das Vorhandensein von Deletion (bovSOAT1), Inser-
tion (bovSOATDS), sowie Insertion plus Deletion (bovSOAT6) anzeigen, wurde dann ein
Screening des Probenmaterials aus den Rinderplazenten durchgefiihrt (s. Tabelle 16 und

Abb. 7). Auch hier wurden stichprobenartig einige Banden ausgewéhlt, aus dem Gel ausge-
schnitten, extrahiert (Kap 3.5), kloniert (Kap 3.7) und vollstdndig sequenziert.

bovSoat 6

AL
- ~

BT BB BNl

. J
Y

bovSoat 3

Abb. 7: Position der Primerpaare bovSOAT5 und 6 auf der bovinen Soat-mRNA. Primerpaar
bovSOATS5 zeigt eine Bande mit 192 bp, wenn kein Exon 1’ vorhanden ist und eine
Bande mit 389 bp wenn Exon 1’ vorhanden ist. Primerpaar BovSOAT6 zeigt nur
Banden, wenn Exon 1’ vorkommt. Die Bande ist 817 bp grol3, wenn Exon 4 vorhan-

den ist und 620 bp groR, wenn eine Deletion von Exon 4 vorliegt.
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Tab. 16: Die flr die Klonierung des bovinen Soats verwendeten Primersequenzen und ihre
Position in Variante 1 (V1: EF186076), bzw. Variante 4 (V4: EF 495206). GP be-
zeichnet die Sequenz BC149199 aus dem Rindergenomprojekt. Hier sind auch die
den open reading frame der Soatvarianten flankierenden Primer auf der 5° bzw3’-

UTR zu finden. Die verwendeten Schmelztemperaturen sind in Kap. 9.2 zu finden.

PCR Position in Variante
Methode Primer Sequenz 1 bzw. 4, GP
bovSOAT1 for  5-GCCACTCTGCCTTTATCTCTAC-3' V1 (nt 423-444)
RT-PCRL bovSOAT1 rev  5'-CTTCTTGACAACTGGGCTTCTC-3' V1 (nt 964-985)
RT-PCR 2 bovSOAT2_for  5-GAACCTGGACCTCGTATTCACAG-3' V1 (nt 84-106)

bovSOAT2 rev  5-AGAGTGGCTTCTTCATTCACCTC-3' V1 (nt 1036-1058)

bovSOAT3 for 5-TTGTGATGCTGCCTTATGGAG-3' GP (nt 31-51)
RT-PCR 3 bovSOAT3 rev  5-CATTGTGGAACAGGTTGTCATAC-3' V1 (nt 383-405)

bovSOAT4 for  5-GGCTTTCTCCTGGCACTTCTTACC-3' V1 (nt 721-744)
RT-PCR 4 bovSOAT4 rev  5-GGTGTAGTCAAACCAACAAGCC-3' GP (nt 1195-1216)

bovSOAT5 for  5'-CAGGGGGAACTGTCTCAAAC-3' V1 (nt 320-339)
RT-PCR5  bovSOAT5 rev  5-AGGCACACAAGGGTGATTC-3' V1 (nt 497-515)

bovSOAT6 _for  5-CAGAGACCCTGAAAATAGGAC-3' V4 (nt 466-486)
RT-PCR 6 bovSOAT6 rev  5-AGGACTTAGAGTGGCTTCTTC-3' V1 (nt 1045-1064)

Die Bestimmung des open reading frames, der Exon-Intron-Grenzen, der Chromosomenzu-
ordnung und die Vorhersage der Aminoséauresequenz erfolgte analog zu den in Abschnitt
3.6.1 fir die bovine Steroidsulfatase beschriebenen Verfahren.

Zur Vorhersage der Transmembrandoménen des Soats wurde zunéchst die betreffende Nukle-
otidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz Ubersetzt und diese dann mit den Soft-
wareprogrammen TMAP, TMHMM Server v. 2.0, TMPred, Sosui, TopPred2 Kyte-Doolittle-
Scale und Goldman-Engelman-Seitz-Scale, sowie zur VVorhersage moglicher Glykosylie-
rungs- und Phosphorylierungsstellen mit NetNGlyc und NetPhos bearbeitet. Das bevorzugte
Vorhersagemodell wurde durch die Analyse des Aligments der vorhergesagten, bovinen A-
minoséuresequenz mit der humanen Soat-Aminoséuresequenz, sowie dem Vergleich mit den

Erkenntnissen beim humanen Soat-Protein zur Lage des N- und
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C-Terminus und der moglichen Glykosylierungs- und Phosphorylierungsstellen (Geyer et al.
2007) entwickelt.

3.7 Klonierung von PCR-Produkten

Verwendet wurde der pGEM-T® bzw. der pGEM-T easy Vektor von Promega. Bei diesen
Vektoren handelt es sich um bereits gedffnete Plasmide mit Restriktionsschnittstellen, kodier-
ter Ampicillin-Resistenz, einem lacZ-Gen und einem T-Uberhang an der Offnungsstelle. Die
Offnungsstelle liegt im lac-Z Gen, so dass eine Blau-WeiR-Selektion auf Bakterienkolonien
mit integriertem PCR-Produkt im Vektor moglich ist. Diese Blau-WeiR-Selektion funktioniert
wie folgt: SchlieRt sich der Vektor, ohne ein PCR-Produkt als Insert zu integrieren, so ist das
lac-Z Gen wieder intakt. Isopropylthiogalactosid (IPTG) aktiviert das Operon und induziert
die Ablesung des lac-Z Gen und die Bildung von 3-Galactosidase. Die 3-Galactosidase bildet
aus dem kinstlichen Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-p-D-Galactopyranosid) das
5-Brom-4-Chlor-Indoxyl, das mit dem Luftsauerstoff weiter zum blauen 5,5-Dibrom-4,4-
Dichlorindigo reagiert. Wurde jedoch an der Offnungsstelle des Vektors das PCR-Produkt
eingefugt (ligiert), ist die Gensequenz fur die p-Galactosidase unterbrochen und es kann kein
funktionstuchtiges Enzym gebildet werden. Die chemische Umsetzung des X-Gal unterbleibt
und die Bakterienkolonien zeigen ihre bliche weiliche Farbung.

Fur die Klonierung der PCR-Produkte wurde zundchst der Ligationsansatz, bestehend aus 4 pl
Ligationspuffer, 4 ul aus dem Agarosegel extrahiertes PCR-Produkt (Kap. 3.5), 1 ul Vektor
und 1 pl Ligase mindestens 2 Stunden lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die A-Uberhinge
des PCR-Produkts interagieren dabei mit den T-Uberhangen an der Offnungsstelle des Vek-
tors. Daher wird diese Art der Klonierung als T/A-Klonierung bezeichnet. Die ligierten Plas-
mide wurden anschlieRend in speziell praparierte (kompetente) E. coli namens XL-1 blue ein-
geschleust (Transformation). Dazu wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut. 100 pl Bakterien-
I6sung wurden mit 1,7 pl B-Mecaptoethanol in einem 2 ml Reaktionsgefal3 versetzt und vor-
sichtig 10 min. lang alle 2 min. durchmischt. AnschlieRend wurde der Ligationsansatz hinzu-
gefiigt, vorsichtig gemischt und die Bakterien 30 min. auf Eis ruhen gelassen. Der folgende
,»Heat Shock* von 42°C fiir 45 Sekunden soll die Transformationseffizienz erhohen. Nach 2-
minutiger Abkuhlung auf Eis wurden den Ansétzen 900 ul 37°C warmes LB-Medium hinzu-
gefiigt und die Bakterien bei 37°C 60 min. lang im Wé&rmeschuttler inkubiert. In dieser Zeit
wurden Nahrboden, bestehend aus LB-Agar-Medium, Ampicillin, IPTG (40 pl; Konzentrati-

on der Stammldésung: 200 mg/ml) und X-Gal (40 ul; Konzentration der Stammldsung:
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20 mg/ml) vorbereitet. 300 pul der Bakterienlésung wurden unter moglichst sterilen Bedingun-
gen auf einem Néahrboden verteilt und die Platten mit den Bakterien tber Nacht bei 37°C be-
briitet. Nur Bakterien, die das Plasmid mit Ampicillin-Resistenz-Gen aufgenommen haben,
konnen tberleben und sich vermehren. Das Herunterkihlen der Platten auf 4°C fiir 1-2 Stun-
den intensiviert die blaue Farbauspréagung der Bakterienkolonien ohne integriertem PCR-
Produkt (negativ) im Plasmid. Je eine weile (positive) Bakterienkolonie wurde in 4 ml ange-
warmtes LB-Medium mit Ampicillin Gberfuhrt und fur ca. 16 Stunden bei 37°C und 220
Runden pro Minute im Warmeschuttler vermehrt. Nach dieser Vermehrung wurden 850 pl
Bakterienkultur mit 150 pl sterilem Glycerin vermischt, im fliissigen Stickstoff schockgefro-
ren und bei —80°C zur erneuten Anzucht konserviert.

Aus 2 ml der Bakterienkultur wurden unter Verwendung des QlAprep Miniprep Kits (Qiagen
GmbH, Hilden) die Plasmide nach dem Protokoll des Herstellers (QIAprep Spin MiniprepKit
Mikrozentrifuge Protokoll) isoliert und die DNA-Konzentration der Praparation photomet-
risch bestimmt. Zur zusétzlichen Kontrolle auf die Anwesenheit des PCR-Produkts im Vektor
wurde ein Kontrollverdau mit Restriktionsenzymen durchgefiihrt. Beim pGEM-T Vektor
kann unter Verwendung der Restriktionsenzyme NOT | und NCO das Insert aus dem Vektor
entfernt werden. Dazu wurden 5 pl gewonnene Plasmid-DNA mit 1 pl NCO-Puffer, 1 pl
NOT I-Puffer, 2 pl BSA-Losung, 1 ul NCO, 1 pl NOT I und 10 pl autoklaviertes Wasser in
ein 0,5 ml Reaktionsgefald pipettiert. Fiir den pGEM-T easy Vektor wurden 5 pl gewonnene
Plasmid-DNA mit 1 pul NOT I Puffer, 2 pl BSA-L6sung, 1 ul NOT I und 12 ul autoklaviertes
Wasser einpipettiert. Die Reaktionsansatze wurden jeweils flr mindestens zwei Stunden bei
37°C inkubiert und anschlief3end mittels Agarosegelelektrophorese auf das VVorhandensein ei-
ner Bande mit ungeféhrer Gréle des urspriinglichen PCR-Produkts gepriift. Die Versuche
wurden im Institut fir Pharmakologie und Toxikologie des Fachbereichs Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitat Giessen mit Unterstlitzung von B. Ddring und unter der Anlei-
tung von Prof. Dr. J. Geyer durchgefuhrt. Die Sequenzierung der Plasmide mit Insert wurde

von der Firma SRD Scientific Research and Development GmbH, Oberursel durchgefuhrt.

3.8 Proteinexpression

3.8.1 Klonierung in den Expressionsvektor

Als Insert fur den Expressionsvektor wurde ein aus dem Agarosegel aufgereinigtes PCR-

Produkt verwendet. Das Insert bestand aus der gesamten Sequenz des open reading frames
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einschlieBlich Start- und Stopcodon (Tab. 17, verwendete Schmelztemperaturen siehe Kap.
9.2).

Tab. 17: Sequenzen des Primerpaars zur Amplifikation des Soat-ORF einschlieBlich Stopco-

don
Primername Sequenz
] Soat_anfg_for 5'-GGAGATAAGGAGATGAGAGCAA-3'
Soat mit Stop
Soat_MS_rev 5'-ACAAGCCCCTACTTGGCACG-3'
Sts_exp_for 5'-GACATGATGACCCTTCTGCTTC-3'
StS mit Stop Sts_exp_mitStop_rev  5-GTAACGGCTAAGGGCTGTGTC-3'

Ziel war es fehlerfreie Proteine, basierend auf den zuvor erarbeiteten und in Genbank einge-
tragenen, vollstandigen mMRNA-Sequenzen der Steroidsulfatase (StS) und Soat Variante 1 zu
erhalten. Dazu wurde ein Plasmid als cDNA-Matrize verwendet, das bei der Sequenzierung
keine Mutation mit Aminosaureaustausch gezeigt hatte. Als Expressionsvektor wurde
pcDNAS/FRT (Invitrogen, Karlsruhe) gewéhlt. Fir die Ligation wurden der pcDNAS/FRT-
Vektor und aufgereinigtes PCR-Produkt oder Insert aus dem pGEM-T easy Vektor im Ver-
haltnis 1:3 mit 4 pl Ligationspuffer und 1 pl Ligase vermischt, so dass ein Volumen von 10 pl
entstand. Dieser Ansatz wurde tber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die nachfol-
gende Transformation, Anzucht auf Platten, Anzucht in der Ubernachtschittelkultur, Anlegen
eines Glycerinaliquots, Ruckgewinnung der Plasmide aus der Bakterienkultur erfolgte wie in
Kapitel Abschnitt 3.7 beschrieben, allerdings ohne Blau-Weil3-Selektion, da diese bei dem
hier verwendeten Plasmid nicht moglich war. Fur den Kontrollverdau wurden Restriktionsen-
zyme verwendet, die im Insert und im Vektor schneiden. Anhand der Grof3e des herausge-
schnittenen Fragmentes und des Vektorrestes liel? sich die Einbaurichtung des Inserts in dem
Vektor erkennen (5’ - 3’ oder 3° = 5°), sowie ob Uberhaupt ein Insert vorhanden war. Fur
die Sequenzierung wurden nur solche Klone ausgewahlt, bei denen das Insertin 5° 2> 3’
Richtung eingebaut war. Nach der Identifizierung von ,,fehlerfreien” Klonen (keine Mutatio-
nen die zum Aminoséureaustausch fiihren und mit 5° - 3’-Orientierung im Vektor) wurden
die entsprechende Glycerinaliquots vorsichtig aufgetaut und die enthaltenen transgenen Bak-
terien in 50 ml LB-Medium mit Ampicillinzusatz in einer Ubernachtschiittelkultur vermehrt.
Am ndchsten Tag wurde von der Kultur erneut ein Glycerinaliquot angelegt, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C eingelagert. Aus der restlichen Bakterienkultur wur-

den die Plasmide extrahiert. Dazu wurde das Pure Yield Midi Kit (Promega, Mannheim) ent-



sprechend der Anleitung des Herstellers verwendet. Es wurde die DNA-Konzentration der
gewonnenen Plasmid-Préparation photometrisch bestimmt und das Plasmid bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. Die Versuche wurden im Institut fir Pharmakologie und To-
xikologie des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Unversitat Giessen unter der
Anleitung von Prof. Dr. J. Geyer durchgefiihrt.

3.8.2 Transiente Transfektion von HEK?293-Zellen

Es wurden 2,8 x 10° HEK293 Zellen in einer 25 cm? Flasche oder einer 12 Well-Platte ausge-
sat und bei 37°C und 5% CO, in MSR-Medium mit 10% fotalem Kalberserum (FKS), Peni-
cillin, Streptomycin und Geneticin kultiviert. Wenn der Zellrasen 70-80% der Kulturflache
bedeckte, waren die Zellen bereit zum Einsatz in der transienten Transfektion.

Fir die transiente Transfektion wurde die Liposomen-vermittelte Methode des Roti®-Fect
Systems (Roth GmbH, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden

12 pug Expressionsplasmid-DNA mit 363 pul MSR-Medium ohne FKS und ohne Antibiotika-
zusatz vermischt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit DNA eines Expressionsplasmid
ohne Insert vorbereitet. Dann wurden 62,5 pl Roti®-Fect-Reagenz mit 687 pl MSR-Medium
ohne Zusétze versetzt und je 375 pl davon mit Plasmid-DNA-Verdinnung (mit bzw. ohne In-
sert) vermischt. Zur Ausbildung der Nukleinséure-Lipid-Komplexe wurden die Gemische

30 min. bei Raumtemperatur (RT) ruhen gelassen. In dieser Zeit wurde das Medium von den
Zellen entfernt und diese vorsichtig zweimal mit PBS gewaschen und mit MSR-Medium mit
10% FKS ohne Antibiotikazusatz tiberschichtet. Dann wurden die Nukleinsdure-Lipid-
Komplexe der Zellkultur hinzugeflgt und die Zellen ca. 20 Stunden im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO; inkubiert. Auf die Transfektionsphase folgte ein kompletter Mediumwechsel mit
Waschen der Zellen mit PBS. Das neue Medium bestand aus MSR-Medium mit FKS und An-
tibiotikazusatz sowie 10 mM Natriumbutyrat zur Verbesserung der Expression. Mit diesem
Medium wurden die Zellen erneut ca. 20-24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Damit war die
transiente Transfektion und Proteinexpression abgeschlossen. Je nach Versuch wurden die
Zellen dann in den Transportversuch ibernommen (Soat) oder vom Untergrund abgeldst und
aliquotiert (Steroidsulfatase). Die Versuche wurden im Institut fir Pharmakologie und Toxi-
kologie des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Unversitat Giessen mit Unter-
stlitzung von B. Doring unter der Anleitung von Prof. Dr. J. Geyer durchgefiihrt.
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3.8.3 Untersuchung der Steroidsulfatase-transfizierten Zellen auf Steroidsulfa-

taseaktivitat durch Inkubation mit verschiedenen Steroidsulfaten

Dazu wurden HEK293-Zellen in 25 cm2-Flaschen angeziichtet und wie in Abschnitt 3.9 be-
schrieben transient mit der bovinen Steroidsulfatase transfiziert. Als Negativkontrolle dienten
Zellen, die mit einem Expressionsvektor ohne Insert scheintransfiziert worden waren. Zum
Ablosen der Zellen vom Untergrund wurde zunéchst das Medium vollstandig entfernt, zwei-
mal mit PBS gewaschen und die Zellen 5 min. lang bei 37°C mit Versene-LAsung inkubiert.
AnschlieBend wirde die Losung abgesaugt und durch eine Trypsin-EDTA-L6sung ersetzt.
Die Kulturen wurden so lange bei 37°C inkubiert, bis sich alle Zellen abgeldst hatten. Dann
wurde der Trypsin-Verdau durch die Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt und die
Zellsuspension weiter mit steriler 0,9%iger NaCl-Ldsung verdinnt. AnschlieRend wurde mit-
tels Trypanblaufarbung (400 ul PBS + 50 ul Zellsuspension + 50 pl Trypanblau-Ldsung) im
Zahlkammerverfahren die Gesamtzellzahl sowie der Prozentsatz toter Zellen bestimmt. Tote
Zellen erscheinen bei diesem Verfahren als blau gefarbt, lebende Zellen sind farblos. Die Zel-
len wurden in Portionen zu 1,5 Mio. lebende Zellen in 1 ml 0,9%iger NaCl-Losung aliquotiert
und bis zum Gebrauch bei —80°C gelagert.

Die Inkubationsversuche fur den Nachweis der Steroidsulfatase-Aktivitat der transfizierten
Zellen und zur Charakterisierung der Substratspezifitat beinhalteten vier parallele Ansatze:

1) Steroidsulfatase-transfizierte Zellen 2) Steroidsulfatase-transfizierte, hitzeinaktivierte Zel-
len 3) scheintransfizierte Zellen ohne Hitzeinaktivierung 4) scheintransfizierte Zellen mit
Hitzeinaktivierung. Jeder Ansatz enthielt 1,5 Mio. Zellen in 1 ml 0,9% NaCl-L6sung. Die
Zellen wurden aufgetaut, in 15 ml Reagenzgléser tberfuhrt, mit je 3,33 ul 30%ige BSA-
Losung versetzt und im Ultraschallbad lysiert (3x 5sek.). Fir die Hitzeinaktivierung wurden
die entsprechenden Zellpréparationen 20 min. im Wasserbad gekocht. Danach wurden ihnen,
wie den anderen Zelllysaten, das jeweilige Substrat — 3,67pmol ®H-Estronsulfat bzw. 1,07
pmol *H-Pregnenolonsulfat in je 100pl BSA-Puffer - zugegeben. Danach wurden die Ansétze
30 min. lang bei 37°C im Wasserschiittelbad inkubiert. Anschlielend wurde in allen Ansatzen
die Reaktion durch 20 minutiges Kochen im Wasserbad gestoppt. Bis zur Analyse wurden die
Proben bei —20°C aufbewahrt.

Zur Messung der Substratumwandlung wurde zunachst das freie Steroid aus den Proben ext-
rahiert. Dazu wurden die Proben mit 3,5 ml Toluol versetzt, 15 min. bei Raumtemperatur tUber
Kopf rotiert und dann zur besseren Trennung von wassriger und organischer Phase bei 2000 g
kurz anzentrifugiert. Durch das Einsetzen der Proben in ein Trockeneis-Ethylalkoholbad ge-

fror die wéssrige Phase, so dass sich die weiterhin flissige Toluolphase mit dem freien Ste-



roid leicht in ein neues Reagenzglas dekantieren liel3. Dieser Extraktionsvorgang wurde
zweimal wiederholt und die Extrakte gepoolt (Fraktion der freien Steroide). Der verbleiben-
den wassrigen Phase wurden je 320 ul Hydrolysepuffer (pH 4,8), sowie 60 ul Glucuronidase-
Arysulfatase aus Helix pomatia hinzugefligt. Die Ansétze wurden dann grindlich gevortext
und bei 37°C im Warmeschiittelbad Giber Nacht inkubiert. Am né&chsten Tag wurde das durch
Hydrolyse aus den in den Versuchsansatzen verbliebenen konjugierten Steroiden freigesetzte
freie Steroid wie oben beschrieben dreimal mit Toluol extrahiert (Fraktion der konjugierten
Steroide). Die Extrakte der freien bzw. konjugierten Steroidfraktion wurden durch VVerdamp-
fen des Toluols bei 50°C im Evaporator niedergetrocknet und in Szintillationsflussigkeit
rickgeldst. Anschlielend erfolgte im B-Counter die Messung der 3H-Zerfalle. Zu Kontroll-
zwecken wurde die in den Reaktionsgeféal3en in der wéssrigen Phase verbliebene 3H-Aktivitét
ebenfalls gemessen. Aus der in der Fraktion der freien Steroide gemessenen 3H-Aktivitat und
der insgesamt in die Versuchsansétze eingebrachten 3H-Aktivitat wurden die prozentualen
Hydrolyseraten berechnet (Hoffmann et al. 1997, 2001).

3.8.4 Transportmessungen an transfizierten HEK293-Zellen zur Charakterisie-

rung der Substratspezifitat des bovinen Soat

Die Zellen wurden in 12 Well-Platten angeziichtet und transfiziert (s. Kap.3.8.2). Als Nega-
tivkontrolle dienten Zellen, die mit einem Expressionsplasmid ohne Insert scheintransfiziert
wurden. Zu Beginn der Transportmessung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Es
folgte eine Adaptationsphase von 5 min. an den 142,9 mM NaCl enthaltenden Transportpuf-
fer. Dann wurde der Transportpuffer durch Transportpuffer mit 2,5 uM tritiummarkierten Ste-
roidsulfaten (Estronsulfat, Pregnenolonsulfat bzw. DHEA-Sulfat) ersetzt und die Versuchsan-
sétze 30 min. bei 37°C inkubiert. Zusétzlich wurde noch die Natriumabhéngigkeit der Ste-
roidsulfataufnahme gepruft, indem Transportpuffer mit 142,9 mM Natriumchlorid bzw. ohne
Natrium (Natriumchlorid wurde gegen equimolar konzentriertes Cholinchlorid ausgetauscht)
verwendet wurde. Nach der Inkubation wurde der Transportpuffer sorgféltig entfernt und die
Zellen fiinfmal in kaltem PBS gewaschen, um anhaftende *H-Steroidsulfate zu entfernen.
Dann wurden die Zellen mit 1 N Natronlauge/0,1% SDS lysiert und mit Scintillatorlésung
versetzt. Die zur Menge des aufgenommen 3H-Steroidsulfates proportionale ®H-Aktivitat des
Zelllysates wurde im B-Counter gemessen und in die aufgenommene Stoffmenge umgerech-
net. Zusatzlich wurde noch die Proteinmenge der einzelnen Ansétze bestimmt und mit der

aufgenommen Steroidsulfatmenge in Relation gesetzt.
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3.9 Immunhistologische Darstellung der Steroidsulfatase in Paraffin-
schnitten von Rinderplazentomen

Verwendet wurde ein Antiserum, das durch Immunisierung von Kaninchen mit humaner Ste-
roidsulfatase erzeugt (Dibbelt und Kuss 1986; Dibbelt et al. 1989) und von Herrn Dr. Bern-
hard Ugele, Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen, 1. Frauenklinik Innen-
stadt zur Verfligung gestellt wurde. Die Kreuzreaktivitat des Antiserums mit der bovinen Ste-
roidsulfatase wurde im Western Blot von der Arbeitsgruppe von Dr. Bernhard Ugele bestatigt
(siehe Anhang).

Fiir die Immunhistologie wurden 5 pm dicke Paraffinschnitte angefertigt, auf Superfrost®-
Objekttrager aufgebracht und bei Raumtemperatur trocknen gelassen. Zur Entparaffinierung
wurden die Schnitte fiir zweimal 4 min. in Xylol getaucht und in einer absteigenden Alkohol-
reihe rehydriert (2x4 min. Xylol, 2x2 min. Ethanol 100%, 2x2 min. Ethanol 95%, 2x2 min.
Ethanol 70%, 5 min. unter flieBendem Wasser). Die Schnitte wurden dann 5 min. in kaltem
10 mM Citratpuffer pH 6.0 vorsichtig geschuttelt, in heiBem Citratpuffer 3x5 min. bei

560 Watt in der Mikrowelle gekocht und dann 20 min. bei Raumtemperatur abkihlen lassen.
Das Kochen im Citratpuffer diente dem Freilegen eventuell maskierter Epitope. Nach einem
Waschschritt (5 min. unter flieBendem Wasser) wurde das Gewebe zur Inaktivierung endoge-
ner Peroxidasen 30 min. in einer frisch hergestellten methanolischen, 0,3%-igen Wasserstoff-
peroxidlosung inkubiert und dann erneut gewaschen (5 min. in ICC Puffer pH 7.2 auf dem
Schiittler). Es folgte der Serumblock zur Reduktion unspezifischer Bindungen des Sekundé-
rantikdrpers an das Gewebe. Dazu wurde Serum der gleichen Herkunftsspezies wie der Se-
kundarantikorper, in diesen Fall Ziegenserum, 1:10 mit ICC-Puffer verdunnt und 20 min. bei
Raumtemperatur auf den Schnitten belassen. Um ein Ablaufen des Serums vom Schnitt zu
verhindern wurde zuvor eine Flissigkeitsbarriere mittels Pap-Pen um die Schnitte gelegt.
Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurde die Blockierungsldsung abgesaugt, der 1:2000 mit
ICC-Puffer verdinnte Erstantikdrper aufgetragen und die Schnitte bei 4°C fiir ca. 20 Stunden
uber Nacht inkubiert. In den Negativkontrollen wurde der spezifische Primarantikorper durch
das entsprechend verdinnte Serum eines nicht-immunisierten Kaninchens ersetzt. Am néchs-
ten Tag wurde der Erstantikdrper von den Schnitten abgeklopft und die Schnitte gewaschen (5
min. in ICC-Puffer auf dem Schuttler). AnschlieRend wurden die Pap-Penbarriere abgetrock-
net, der Sekundarantikorper (biotinylierte Ziegenantikorper gegen Kaninchen 1gG, Verdin-
nung 1:200 in ICC-Puffer) aufgetragen und die Schnitte 30 min. bei Raumtemperatur in der
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feuchten Kammer inkubiert. Darauf folgten ein erneuter Waschschritt (5 min. in ICC-Puffer
auf dem Schuttler), Abtrocknen der Barriere und Aufbringen des Avidin-Biotin-Peroxidase-
Systems fur weitere 30 min., ein weiterer Waschschritt im ICC-Puffer, Trocknen der Barriere
und eine 7 miniitige Inkubation mit der Substratlésung (Nova Red®). Zum Abstoppen der
Farbreaktion wurden die Schnitte 5 min. unter flieRendem Leitungswasser gewaschen. Die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte optional durch ein kurzes Tauchbad in einer Hematoxil-
lin-Losung, gefolgt von erneutem Spilen unter flieRendem Wasser. Dann wurde das Gewebe
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 min. Ethanol 96 %, 2x2 min. Ethanol 100%, 2x3 min.
Xylol) dehydriert und mit Histokit die Deckglaser aufgeklebt. Nach Aushérten des Histokit
fand die Auswertung der Praparate am Mikroskop statt.

Ausgewertet wurden zwei Schnitte pro Plazentom eines Tieres. Berucksichtigt wurde das
Farbsignal in verschiedenen Zelltypen und deren Lokalisation im Plazentom. Dazu wurde das
Plazentom nach funktionellen Gesichtspunkten in verschiede Regionen eingeteilt (Abb. 8.)
Zur Beurteilung der Farbeintensitét der Zellen wurden mittels Fotos Standards fur kein, ein
schwaches, ein mittleres und ein starkes Steroidsulfatase-Signal definiert. Die Auswertung
wurde durch Vergleich der Farbeintensitaten an den ausgewahlten Lokalisationen mit den de-
finierten Standards vorgenommen. Die Beurteilung der Schnitte wurde von einer einzigen

Person, in zufalliger Reihenfolge und ohne Kenntnisse der Probenherkunft durchgefiihrt.
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— Chorionplatte —

prim.

o sek.
oberflachlich tert.

tief

Abb. 8: Schematische Darstellung des Plazentoms und des Zottenbaumes mit Einteilung der
bei der Auswertung der Immunféarbung erfassten Regionen.

prim./sek./tert. = primdre, sekundére bzw. tertidre Chorionzotten

3.10 Verwendete L6sungen, Medien und Puffer

3.10.1 Gelelektrophorese

0,5 M EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigséure Dinatriumsalz Dihydrat)
EDTA 37,229

Agua dest. ad 200 ml

auf pH 8,0 einstellen mit NaOH (Losungs-pH fir EDTA)

TBE (10x) Puffer pH 8.8

Tris 108 g
Borsaure 55¢
0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 ml

Agqua dest. ad 1000 ml



TBE (1x) Puffer
TBE (10x) Puffer 100 ml
Agqua dest. ad 1000 ml

3.10.2 Klonierung

LB-Medium mit Ampicillin

Kapseln LB Medium 25 Stk.
Agua bidest. ad 1000 ml
Autoklavieren, abkihlen lassen

Ampicillin (1 pg/ul) 1000 pl

LB-Agar Medium mit Ampicillin
Kapseln LB-Medium mit Agar 40 Stk.

Aqua bidest: ad 1000 ml
Autoklavieren, abkiihlen lassen auf ca. 60°C
Ampicillin (1 pg/ul) 1000 pl

Kulturschalen steril befiillen

Glycerinkulturen

Glycerin (autoklaviert) 150 pl
Ubernacht-Bakterienkultur 850 pl

schockfrieren in flissigem Stickstoff, Lagerung bei —80°C

3.10.3 Proteinexpression

BSA-Puffer (pH 7.2)

KH,PO, 2,699
Na,PO,4 8,399
NaN; 0,325¢g
BSA 1lg

Agqua dest. ad 11
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H3-Estronsulfatlésung fur den Steroidsulfatase-Aktivitatsnachweis
H3-Estronsulfat 3,67 pmol
BSA-Puffer ad 100ul

H3-Pregnenolonsulfatlosung fiir den Steroidsulfatse-Aktivitatsnachweis

H3-Pregnenolonsulfat 1,05 pmol
BSA-Puffer ad 100ul

2,5 UM H3-Steroidsulfatlésung mit Natriumchlorid fir die Transportmessung pH 7,4

H3-Pregnenolonsulfat, H3-Estronsulfat bzw. H3-Dehydroepiandrosteronsulfat ad 2,5uM

NaCl 8,359
KH,PO, 0,219
CaCl, 0,29
MgSO, 0,144 ¢
HEPES 4,766 g
Aqua dest. ad 1l

2,5 UM Hs3-Steroidsulfatldsung, natriumfrei fir die Transportmessung pH 7,4

H3-Pregnenolonsulfat, H3-Estronsulfat oder H3-Dehydroepiandrosteronsulfat ad 2,5uM

CsH14NOCI (Cholinchlorid) 19,95¢
KH,PO, 0,219
CaCl, 029
MgSO, 0,144 g
HEPES 4,766 g
Agqua dest. ad 1l

Hydrolysepuffer pH 4.8
1 N NaOH 300 ml
1 N Essigsaure 500 ml




3.10.4 Gewebefixierung und Immunhistochemie

Formaldehyd 4%iq, gepuffert, pH 7,4 (Formol nach Lillie)

wassrige Formaldehydldsung (40%ig) 500 ml
NaH,PO,4 x H,0O 209
Na,HPO, 32,5¢
Agqua dest. ad 5000 ml

Phosphatpuffer zur Aufbewahrung der fixierten Gewebeproben

Losung A:

NaH,PO,4 x H,0 13,8 ¢
Agua dest. ad 1000 ml
Losung B:

Na,HPO,4 x 2H,0 17,8 ¢
Agua dest. ad 1000 ml

Gebrauchslosung:

Losung A 14,15 ml
Lésung B 35,85 ml
Alkoholreihe

Ethanol (96%)
Ethanol reinst (100%) 96 ml

Agqua dest. 4 ml

Ethanol (70%)
Ethanol reinst (100%) 70 ml

Agqua dest. 30 ml

Ethanol (50%)
Ethanol reinst (100%) 50 ml

Agua dest. 50 mi
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Ethanol (30%)
Ethanol reinst (100%) 30 ml

Agua dest. 70 ml

10 mM Citratpuffer (pH 6,0) fir die Mikrowellenbehandlung von Gewebeschnitten

Stammldsung A: 0,1 M Zitronensaure
CsHgO7 x H,0O 21049

Agua dest. ad 1000 ml
Stammldsung B: 0,1 M Natriumcitrat
CesHs07Na3 x 2H,0 29,419

Agua dest. ad 1000 ml

Gebrauchslésung:

Stammlésung A 9 mi
Stammldsung B 41 mi
Agqua dest. 450 ml

Methanolische H,0,-L6sung 0,3%ig
H20, 30%ig 2ml
Methanol reinst ad 200 ml

ICC-PufferpH7,2-7,4

Na;HPO,4 129
KH,PO, 029
KCI 0,2¢g
NaCl 809
Agua dest. ad 1000 ml

pH 7,2 — 7,4 einstellen und anschliefend 3 ml Triton X-100 zugeben

3.11 Verwendete Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

ABC-Kit: Vector Standard Kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA)
ACS:180 Kit — Progesterone (Bayer Health Care, Fernwald)



Agarose, ultra pure, electrophoresis grade (GibcoBRL, Life Technologies, Kalsruhe)
Ampicillin-Natriumsalz 100 pg/ul (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)
Aquasafe 300 Szintillatorlésung (Zinsser, Frankfurt/Main)

Arylsulfatase-Glucuronidase aus Helix pomatia (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
Borséure, Pufferan® (Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

Bovines Serumalbumin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

Bovine Serumalbuminlésung 30%, Zellkultur geeignet (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Dei-
senhofen)

Chloroform (Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

DHEA-Sulfat, tritiummarkiert, 60 Ci/mmol (PerkinElmer Life Science Inc., Boston, USA)
Dinatriumhydrogenphosphat, reinst (Merck KgaG, Darmstadt)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck KgaG, Darmstadt)

DNase I, RNase frei, 10 U/pl (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

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

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

DNA-Ladder 1 kb, (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

E.coli, XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

EDTA-Dinatrium-Dihydrat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

6,7 3H(N) Estron-3-sulfat, Amoniumsalz, 57 Ci/mmol (PerkinElmer Life Science Inc., Bos-
ton, USA)

Ethanol 99,6%, DAB 10 (Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

Ethidiumbromidlésung 1% (Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

F12 Nutrient mixture (Ham) mit Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe)

Formaldehydlésung 37% (Merck, KGaA, Darmstadt)

Gene Amp RNA Core Kit® (Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt)
Glycerin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

HEK293 Zelllinie (Invitrogen, Karlsruhe)

Hematoxilin (Merck, KGaA, Darmstadt)

Histokit (Assistent, Osterode)

Isopropanol (Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

Kaliumchlorid (Merck, KGaA, Darmstadt)

Kaliumphoshat monobasisch, (Fluka, Neu-Ulm)

Kaliumdihydrogenphosphat (Fluka, Neu-UIm)

Kohlendioxid (Balser GmbH, Giessen)
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LB-Medium (Bio 101 Inc. CA, USA)

LB-Medium-Agar (Bio 101 Inc. CA, USA)

Methanol (Merck KGaA, Darmstadt)

Mikrotomklingen Leica DB 80L (Leica Mikrosystems GmbH, NuR3loch)

Natronlauge 1 N (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumchlorid (Fluka, Neu-UIm)

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

Natriumhydroxid (Merck KGaA, Darmstadt)

NCO I Restriktionsendonuklease mit Puffer (New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main)
NOT I Restriktionsendonuklease mit Puffer (New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main)
NovaRed Substrat Kit (Vector Laboratories Burlingame, USA)

Pap-Pen (G. Kisker Biotech, Steinfurt)

Papiertucher Kimwipes (Ladd Industries, Williston)

PCR-Reaktionsgefalie 0,5 ml ultradiinn, Rnase-/DNase-/pyrogenfrei (Biozym Diagnostik
GmbH, Hessisch Oldendorf)

pGEM®-T Vector System | (Promega GmbH, Mannheim)

pGEM®-T easy Vector (Promega GmbH, Mannheim)

pcDNAS/FRT-Vector (Invitrogen, Karlsruhe)

7-3H Pregnenolon-3-sulfat, 20 Ci/mmol (American Radiolabeled Chemicals Inc. USA)
Qiaex Il Gelextraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

QIAprep® MiniprepKit (Qiagen GmbH, Hilden)

ReaktionsgefalRe 2 ml RNase-/DNase-/pyrogenfrei (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch
Oldendorf)

Roti-fect® (Roth GmbH Co KG, Karlsruhe)

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

RT-PCR Core Kits (Applied Biosystems GmbH, Karlsruhe

SafeSeal-Tips gestopfte Pipettenspitzen, RNase-/DNase-/pyrogenfrei (Biozym Diagnostik
GmbH, Hessisch Oldendorf)

Szintillatorvials mit Deckel (Zinsser, Frankfurt/Main)

Serumpipetten 5 ml/10 ml, steril (Biochrom AG, Berlin)

SMART-RACE Kit (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)

Superfrost Objekttrager® (Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig)

TagMan®gPCR Mastermix (Eurogentec, Seraing, Belgien)
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Toluol (Merck KGaA, Darmstadt)

Trinatriumcitrat-dihydrat (Merck KGaA, Darmstadt)

TRIZMA® Base (Trihydroxymethylaminomethan) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisen-
hofen)

Triton X-100 (Serva, Heidelberg)

Trizol® Reagent (GibcoBRL, Life Technologies, Kalsruhe)

Trypsin EDTA 10x (PAA Laboratories, Colbe)

UV-Einmalkiivetten Uvette® 220-1600 nm (Eppendorf, AG Hamburg)

Versene (Invitrogen, Karlsruhe)

Wasserstoffperoxid 30% (Merck KGaA, Darmstadt)

Wheaton 15 ml Vials (Zinsser, Frankfurt/Main)

X-Gal: 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-R-D-Galactopyranosid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen)

Xylol (Merck KGaA, Darmstadt)

Zellkultur 12-Well-Platten, steril (Biochrom AG, Berlin)

Zitronensdaure-Monohydrat (Merck KGaA, Darmstadt)

Soweit nicht anders beschrieben wurde bei den Chemikalien reinst. Qualitat verwendet.

3.12 Verwendete Seren/Antikorper

- Kaninchenantiserum gegen die menschliche Steroidsulfatase; zur Verfligung gestellt von
Dr. B. Ugele, I. Frauenklinik Innenstadt, Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen)

- Biotinylierter Sekundarantikdrper aus der Ziege gegen Kaninchen-1gG (BA 1000, Vector
Laboratories, Burlingame, USA)

- Fotales Kélberserum, EU-Standard (PAA Laboratories, Colbe)

- Kaninchenserum, hitzeinaktiviert bei 55°C/30 min (eigene Produktion)

3.13 Verwendete Geréte

Bunsenbrenner (MAGV, Rabenau-Londorf)

Einbettautomat (Microm Laborgerdte GmbH, Heidelberg)

Elektrophoresekammer (Kreutz Labortechnik GmbH, Reiskirchen)

Eppendorf Biophotometer (Eppendorf AG, Hamburg)

Variopipetten Eppendorf Reference® 0,5-10 pl, 10-100p,100-1000p! (Eppendorf AG, Ham-
burg)
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Flachgel-Gelelektrophoresekammer ,,Midi* 100x150 mm, GieBkammer mit Kamm (Kreutz
Labortechnik GmbH, Reiskirchen)

Flussigszintillationszahler LS 5000 TD (Beckman Instruments, Fullerton, USA)

GFL 1083 Warmeschuttelbad (MAGV GmbH, Rabenau-Londorf)

HBI Vortex-Evaporator (Haake Buchler, Saddle Brook, USA)
Haushaltsmikowellenherd Compact Y50 (Moulinex GmbH, Solingen)

Heraeus Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH, Hanau)

Heraeus Minifuge (Heraeus Instruments GmbH, Hanau)

HL-Tiefkihlschrank (-80°C)

Kihlschrank und Gefrierschrank (Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen)
Laborwasseraufbereitungsanlage MilliQ, Typ MQ 4-fach UF (Millipore GmbH, Eschborn)
Magnetrihrer MR2002 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Kelheim)

Microtom (Reichert Jung AG, Heidelberg)

Mikroskop Leitz DMRM mit Digitalkamera Leica DC300 und Leica IM- Software (Leica
GmbH, Bensheim)

ParaffinausgieRstation Histoembedder EG 1160 (Leica Instruments GmbH, NuRloch)
Pipetus® Pipettierhilfe (MAGV GmbH, Rabenau-Londorf)

pH-Meter (MAGV GmbH, Rabenau-Londorf)

Power supply 2301 Macrodrive 1 (LKB Bromma, Golden, USA)

Rotationsmischer REAX2 (Heidolph GmbH, Kelkheim)

Schiittler Heidolph Polymax 1040 (MAGV GmbH, Rabenau-Londorf)

T1 Thermocycler 48 (Whatmann Biometra GmbH, Gattingen)

Tutnauer Systec Autoklav 3850 ELC (Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg)
Ultra-Turrax® T-8 Dispergierwerkzeug S8 n-5g (IKA-Werke GmbH, Staufen)
UV-Spektrometer (BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg)

UV-Transluminator Biostep (Biostep GmbH, Jahnsdorf)

Vakuum-Pumpe KNF Neuber Typ No. 035.1.2 (Freiburg)

Vortexer Heidolph REAX control (MAGV GmbH, Rabenau-Londorf)

Waage Mettler AE160 F.Nr. 38600 (Mettler-Toledo, Giessen)

Waage Mettler PJ300 F.Nr. 33650 (Mettler-Toledo, Giessen)

Warmeschrank Memmert Typ 3-26 (Schwabach)

Zentrifuge Micra 22R, Hettich GmbH, Tuttlingen)
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3.14 Software und benutzte Datenbanken

Bioedit 5.0.6: Erstellung von Aligments (TomHall, North Carolina State University)
BLAST, NCBI: Sequenzvergleich gegen Gen- bzw. Protein-Datenbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

Boxshade 3.21: Grafische Darstellung von Alignments

(www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)
Chromas 2.23: Auswertung von Sequenzspuren (www.technelysium.com.au)
EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, Datenbankportal Europa

(www.ebi.ac.uk/Information/sitemap.html)

Ensembl, EBI: Gendatenbank (www.ensembl.org/)

Statistical Software GraphPad3, Demoversion: Statistische Auswertung (GraphPad Software,
Inc., San Diego, USA)

HMMTOP: Vorhersage von Transmembrandomanen (http://www.enzim.hu/hmmtop/)

HMMTOP 2.0: Vorhersage von Transmembrandomanen (www.enzim.hu/hmmtop/)

NCBI: Nucleinsdaure- bzw. Protein-Datenbankportal USA (www.ncbi.nlm.nih.gov/)

NetNGlyc: Vorhersage von Glykolysierungsstellen
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
NetPhos: VVorhersage von Phosphorylierungstellen (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)

Oligo Analyzer 1.0.2, OligoExplorer 1.1.0: Desgin von PCR-Primern (Teemu Kuulasma,

University of Kuopio, 70211 Kuopio, Finnland)

Phoretix Grabber 3.01: Bildaufnahmesoftware fiir Fotographie unter UV-Licht (Biostep
GmbH, Jahnsdorf)

Primer Express Software TagMan PCR, Version 2.0: Design von Primern und Sonden fur die

Real-Time RT-PCR (Applied Biosystems, Forster City, USA)

TMAP: Vorhersage von Transmembrandomanen
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/tmap.html)

TMHMM Server v. 2.0: Vorhersage von Transmembrandoménen
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/)

TMPred: Vorhersage von Transmembrandomanen
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html)

TopPred 2: Vorhersage von Transmembrandomanen (http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/)

Sosui: Vorhersage von Transmembrandoménen (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/)

SMS?2 : sequence manipulation suit 2 (http://www.sms2.org)
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4 Ergebnisse

4.1 Steroidsulfatase

4.1.1 mRNA-Sequenz und Exon-Intronstruktur des bovinen Steroidsulfatase-

Gens

Die erarbeitete bovine Steroidsulfatase-spezifische Sequenz beinhaltet eine 233 bp 5’-UTR,
einen 1737 bp Open Reading Frame und eine 234 bp 3’-UTR. Sie wurde mit der Accession
No. DQ532016 in Genbank eingetragen. Die 3’-UTR Sequenz endet mit einem Poly A*-Tail,
dem ein Polyadenylationssignal (AAUAAA) vorausgeht. Da die 3’-UTR Sequenz der huma-
nen Steroidsulfatase aber 4000 bp umfasst, kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei der
cDNA Synthese fiir die 3’-RACE-PCR ein poly-A-Cluster und nicht der wahre polyA* Tail
verwendet wurde und die 3’-UTR auch beim Rind deutlich langer ist.

Mittels BLAST-Analyse der klonierten Steroidsulfatase-cDNA Sequenz und der Rinderge-
nomdaten konnte die bovine Steroidsulfatase auf dem X-Chromosom lokalisiert und die E-
xon-Intron-Grenzen bestimmt werden. Das Rindergen besteht wie das homologe menschliche
Gen aus 10 Exonen. Alle Intron-Exon-Grenzen besitzen die typischen Donor- und Akzeptor-
motive, das heil3t jedes Intron beginnt mit einem GT an der 5’-Spliceseite und endet mit ei-
nem AG an der 3’-Spliceseite. Die Langen von Exon 2-9 sind bei Mensch und Rind identisch
(Tab. 17). Unterschiede gibt es bei Exon 1. Das Exon 1 enthalt beim humanen Steroidsulfata-
segen das Startcodon, ist aber beim Rind noch vollstandig Teil der 5’-UTR, was zu einer Ver-
kiirzung des N-Terminus um 15 Basenpaare gegentber der menschlichen Steroidsulfatase
fuhrt. Die Grof3e der Intronsequenzen lasst sich zurzeit nur schétzen, da noch zahlreiche LU-
cken in den Rindergenomdaten existieren. Damit kann die Gesamtldnge des Steroidsulfatase-
gens beim Rind auch nur relativ ungenau mit ca. 93 kb angegeben werden. Sie dhnelt damit

aber der Lange des homologen humanen Genes (135 kb).



Tab. 17: Exon-Intron-Struktur des bovinen Steroidsulfatase-Gens. Die Intron-Sequenzen sind

in kleinen Buchstaben dargestellt, die Exon-Sequenzen in Grossbuchstaben.

Exon Lénge (bp) Splicedonor 3’Spliceakzeptor IntrongréRe

bovin (human) (kb)
1 229 (231) CGACGA / gtaagt |ttgcag/ GGACAT ~ 511
2 141 (141) GCTCAG// gtgcgg | ttccag/ GACTCC 3.0
3 122 (122) GCTCAG/ gtaatg |gctcag/ GAATGG 0.1
4 123 (123) TGATAG/ gtatgg |ccttag/ GCAAGT ~ 39
5 424 (424) ACGTCG/ gtgggt | tittag/ GAATGC ~ 6.9
6 137 (137) GCGTCG/ gtacgt |cttcag/ GCAGAG ~ 141
7 138 (138) ACAAAG/ tgaaga | nnnnnn/ GGGGAA | ~ 1.6
8 160 (160) AGACAG/ nnnnnn |ccccag/ GGTCAT ~ 06
9 122 (122) CCAACA/ gtgagt |ccacag/ GCACGT ~ 101
10 607 (4923) GTTACT

Das bovine Steroidsulfatase-Protein besteht aus 578 Aminosduren und hat ein errechnetes
Molekulargewicht von 64,4 kDa. Die vorhergesagte bovine Aminosauresequenz zeigt mit
77% einen hohen Homologiewert zu ihrem humanen Gegenstlick. Ein Aligment der humanen
und bovinen Steroidsulfatase-Aminosauresequenz zeigt mehrere hochkonservierte Bereiche
(Abb. 9). Im N-Terminus gibt es jedoch einen deutlichen Unterschied. Er ist beim Rind um 5

Aminosauren verkirzt.
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bSTS y— Vel L L[IFL8EASSRAASKPNEVLEMADDLG I GDPGCYGNKTERTPN I DRLAR
hSTS 1 s LLEFLTEAESHAASRPNIIILMMADDLG 1GDPGCYGNKTIIRTPN 1 DRLAS
I GGV KL TQHLAASPLCTPSRAAFMTGRYPVRSGMASSSONGVFL FSASSGGLPEEE I TFAK
I GGVKL TQHLAASPLCTPSRAAFMTGRYPVRSGMASIISEIIGVFLFIASSGGLPYE I TFA
IR L KDQGYSTAL I GKWHLGISCHEEDFCHHPISHG Y FRGLEL TNMRDCKGEGSVFTIN
ASIEEEPAl | KDQGYSTAL I GKWHLGMSCHQIDFCHHPIEHGFNY FYGIEL TNERDCK(EGEGSVFT
bSTS 176 [EILMYLEEIENN VVEK FEAEPCAEL FIEFL IR €L GFLHYFRPL]
hsTS 181 [el= RNyl \V/c AATINCIREL S VgL GViEFSTEL AR =L GFLHYFRPL
bSTS 236 NeEMENROTS RS BNELE ARFLERNIETPFLLVLSELHMHTALFSSKDFA
SIESIZE N CFMVRNYE 1[l0QPMSYDNLTQRL AQFIORNIE TPFLLVLSYLHVHTALFSSKDFA
I GK SQHGE Y GDAIEEMDWSVGQ I LML DELKLANNTLMY FlESDQGAHVEE 0GGS
hSTS 301 e ANEEMDWSVGQ I LJELDELRLANBT LY FISDQGAHVEEVSE HEER
(SIETEIING | YKGGKANNWEGG I RVPG I MRWPEV 1 QAGRE 1 DEPTSNMD | FPTVAKLAGEPLPODR
RSB\ G 1 YKGGKANNWEGG IRVPG I IRWP(RV 1 QAG] 1 DEPTSNMD I FPTVAKLAGIPLPEDRI
SIIATN | DGRDLMPLLONRTORSEHEFLFHYCNEYLNAVRWHPENSTS IWKAFFFTPFSPE
I VSN | DGRDLMPL L{ZEKSORSBHEFLFHYCNEYLNAVRWHPENSTS IWKAFFFTPRFNPYGE
IRy C D THVCFCYGE YV TNHDPPLLFE I SRDPRERNPL TPYSEPRFUE I LIFAMQEAAIRHINR
LY CFIATHY CFCEGE YV TRHDPPLLFD 1 SKDPRERNPLTPIASEPRFNE I LIYMQEAABRHELS,
IR LoD\ PO SEENEMWKPWLQL CCESIBGL SCQCDREBQDERESE]

ST =E /POl SITNNEL WK PWLQL CCESHIGL SCQCDREMQDURASE

Abb. 9: Boxshade-Diagramm zur Darstellung des Aligments der bovinen und humanen Ste-

roidsulfatase-Aminosiuresequenzen. Ubereinstimmungen sind schwarz hinterlegt.

Die Abweichungen ohne bzw. mit Ladungsénderung sind grau bzw. weil hinterlegt.

4.1.2 Expression der Steroidsulfatase in den Rinderplazentomen auf Protein-

ebene

Immunhistologisch war die Steroidsulfatase nahezu ausschlief3lich im Zytoplasma von Ka-
runkelepithelzellen nachweisbar. Signalintensitat und —verteilung wiesen in diesen Zellen eine
deutliche Beziehung zum Trachtigkeitsstadium auf (Abb. 10). Zwischen dem 100.-240.
Tréachtigkeitstag waren die Signale von schwacher bis méRiger Intensitat und weitgehend auf
die Bereiche des Karunkelepithels beschrankt, die an die Chorionplatte und die chorionplat-
tennahen Priméar- und Sekundérzotten grenzten (Abb. 10B; Tab. 18). In der spaten Graviditat
breitete sich das Signal im Karunkelepithel zunehmend entlang der Sekundéar- und Tertidrzot-
ten und in Richtung des Karunkelstiels aus. Nach Einsetzen der prapartalen Luteolyse war in
allen Teilen des Karunkelepithels ein nahezu homogenes, moderates bis intensives Signal

vorhanden (Abb. 10C, D; Tab. 18), wobei das Karunkelepithel die typischen prapartalen Ver-
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anderungen, namlich eine deutliche Abflachung der Zellen bis hin zu Epithelllicken, aufwies
(Abb. 10E). Zusétzlich zu den Signalen im Karunkelepithel war gelegentlich auch das Zytop-
lasma einzelner Trophoblastriesenzellen gefarbt. Das Vorkommen spezifischer, Steroidsulfa-
tase-positiver Trophoblastriesenzellen war ausschlielich auf Chorionzotten begrenzt, die von
Steroidsulfatase-positivem Karunkelepithel umgeben waren (Abb. 10A, B, 11A). Weiterhin
fanden sich in Trophoblastzellen zahlreiche zytoplasmatische, Steroidsulfatase-positive Ein-
schlusse, die offensichtlich von der Phagozytose abgeschilferter Karunkelepithelzellen her-
rihrten (Abb. 10A, E, 11A). In seltenen Fallen fanden sich schwache Farbsignale in verein-
zelten Trophoblastriesenzellkernen. Diese Signale traten gleichmaRig verteilt in allen Berei-
chen des Trophoblasten auf und zeigen keine Abhéngigkeit vom Graviditatsstadium. Da sie
teilweise auch in den Negativkontrollen (Abb. 11B) auftraten, wurden sie als unspezifisch be-

trachtet.
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Abb. 10: Immunhistologische Darstellung der Steroidsulfatase (StS) in Rinderplazentomen zu

verschiedenen Stadien der Graviditat sowie unter der Geburt. A) Querschnitt einer
Chorionzotte mit umgebenden Karunkelsepten (Tag 273). MaRige bis starke zy-
toplasmatische Farbung in den Karunkelepithelzellen und einzelnen Trophoblastrie-
senzellen (Pfeil). Im Trophoblast sind zahlreiche Steroidsulfatase-positive Ein-
schlusskorperchen sichtbar. Der Stern markiert eine offensichtlich aus dem Karun-
kelepithel abschilfernde Zelle, die im Trophoblast phagozytiert wird. B) Typisches
Steroidsulfatase-Farbemuster von Plazentomen zwischen dem 100. und 240. Tréch-
tigkeitstag (hier: Tag 143). Die Farbung im Karunkelepithel ist weitgehend begrenzt
auf die Bereiche entlang des basalen Anteils der Primarzotten. Vereinzelte Steroid-
sulfatase-positive Trophoblastriesenzellen (Pfeil) sind nur in unmittelbarer Néhe des
Steroidsulfatase-positiven Karunkelepithels zu finden. C, D) Plazentome von Rin-
dern in der Geburt. Eine maRige bis starke zytoplasmatische Farbung der Karunke-
lepithelzellen ist im gesamten Plazentom zu finden. E) Plazentom eines Rindes unter
der Geburt. Eine grofRe Anzahl an Steroidsulfatase-positivem Zelldetritus ist im
Trophoblast vorhanden. Des Weiteren ist das Karunkelepithel abgeflacht und 13-
ckenhaft.

CZ: Chorionzotte, pCZ: primare Chorionzotte, MS: maternales Septum, pMS: pri-

mares maternales Septum. Weil3er Balken = 200 um, schwarzer Balken = 25 pum.
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Abb. 11:

Tab. 18:

A) Immunhistologischen Darstellung der Steroidsulfatase in Rinderplazentomen

(Tag 273; 400fache VergroRerung). Deutliche zytoplasmatische Féarbung in den Ka-
runkelepithelzellen (CE) und einzelnen Trophoblastriesenzellen (TGC). Im
Trophoblast sind zahlreiche Steroidsulfatase-positive Einschlusskdrperchen sichtbar.
Karunkelstroma (CS), fetales Stroma (FS), einkernige Trophoblastzellen (UTC) und
die meisten Trophoblastriesenzellen (TGC) sind nicht gefarbt

B) Negativkontrolle zur immunhistologischen Darstellung der Steroidsulfatase in
Rinderplazentomen (Tag 273). Hier wurde das spezifische Steroidsulfatase-

Antiserum durch Serum eines nichtimmunisierten Kaninchens ersetzt.

Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der Immunhistochemie fur die bovine
Steroidsulfatase in den Karunkelepithelzellen entlang definierter Regionen des Zot-
tenbaumes (zu den beurteilten Lokalisationen siehe auch Abb. 8 in Kap. 3.9)

Chorionzotten- 2. Trimester (Tag) 3. Trimester (Tag) prapartal | Geburt

region 100(109[115] 136) 142 155|196 182 183[187[196] 211 |218|253|235(270|P1 [P2 |P3 |51 |G2 [G3

Chorionpl attennah

primar (hasal)

primar (apikal)

sekUNCEr (has 2l

sERUNGAr (apikal)

tertiar (hasal)

tertiar (apikal)

keine Firbung [ [ L] intensive Farbung




75

4.1.3 Expression der Steroidsulfatase in den Rinderplazentomen auf mRNA-
Ebene

Mittels konventioneller RT-PCR war in allen untersuchten Rinderplazentomen Steroidsulfata-
se-mRNA im beobachteten Zeitraum zwischen dem 100. Tréachtigkeitstag und der Geburt
nachweisbar (Abb. 13). Als Negativkontrolle wurde eine Praparation verwendet, bei der die

RNA-L6sung bei der DNase-Behandlung durch autoklaviertes Wasser ersetzt worden war.

M 2.Tri. 3.Tri pripartal partal negativ 2.Tri. 3.Tri. pripartal partal negativ M

800bp

500byp

- Aktin

Abb. 13: Nachweis der Steroidsulfatase (STS)-spezifischen mRNA in Rinderplazentomen zu
verschiedenen Stadien der Trachtigkeit sowie unter der Geburt mittels RT-PCR. Als

Positivkontrolle wurde B-Aktin nachgewiesen.

Die Expression der Steroidsulfatase im Verlauf der Trachtigkeit wurde auf mMRNA-Ebene mit-
tels Real-Time RT-PCR quantifiziert. Hier zeigte sich ein Anstieg der relativen Genexpressi-
on vom 2. Trimester bis hin zum préapartalen Progesteronabfall um den Faktor 2.7, der aller-
dings statistisch nicht signifikant war (p = 0,116). Die Expression in den Plazentomen der
Geburtstiere bewegte sich im Mittel auf einem &hnlichen Niveau wie das der prapartalen Tie-

re, zeigt aber eine deutlich hohere Streuung der Messwerte (Abb. 14).
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Relative Genexpression
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Tag 110-150 Tag 220-240 prapartal Geburt

Abb. 14: Expression der Steroidsulfatase-spezifischen mRNA in Rinderplazentomen ver-
schiedener Trachtigkeitsstadien (Tag 110-150, n = 4; Tag 220-240, n = 4; prapartal,
n = 3) sowie unter der Geburt (n = 3). Dargestellt ist der geometrische Mittel-
werttStandardfehler (SEM). Dies sind die Ergebnisse der Real-Time RT-PCR unter
Verwendung von GAPDH als Referenzgen. Der Einfluss der Beobachtungsgruppe
ist statistisch nicht signifikant (p = 0,116).

4.1.4 Substrate der Steroidsulfatase

HEK?293-Zellen waren nach transienter Transfektion mit der bovinen Steroidsulfatase in der
Lage, Estronsulfat und Pregnenolonsulfat zu hydrolysieren (Abb. 15). Nach 30-mintiger In-
kubation bei 37°C waren im dargestellten Versuch 64% des eingesetzten Estronsulfats bzw.
51% des angebotenen Pregnenolonsulfats umgewandelt. Zellhomogenate von HEK293-
Zellen, die mit dem Vektor ohne Insert scheintransfiziert wurde, zeigten dagegen deutlich ge-
ringere Substratumwandlungen. Auch in den Versuchsanséatzen mit hitzeinaktivierten transfi-
zierten Zellen (20 min. im kochenden Wasserbad) sowie scheintransfizierten und hitzeinakti-

vierten Zellen wurden nur basale Umwandlungsraten gemessen.



70,00% -

60,00%

50,00%
W STS Leerwert

40,00% B STS 30min

30,00% EHEK Leerwert
HEK 30min

20,00%

10,00%

0,00%
Estronsulfat Pregnenclonsulfat

Abb. 15: Umwandlung von *H-Estronsulfat bzw. ®H-Pregenenolonsulfat durch 1,5 x 10°
HEK293-Zellen nach Transfektion mit der bovinen Steroidsulfatase (STS). Darge-
stellt ist der prozentuelle Anteil des in die Inkubationsansatze eingebrachten Sub-
strats (3,67 bzw. 1,05 pmol/100ul), welcher nach der 30-mindtigen Inkubation
hydrolysiert war (STS 30min). In Kontrollexperimenten wurde die Umwandlung
durch hitzeinaktivierte (STS Leerwert), scheintransfizierte (HEK 30min) sowie

scheintransfizierte und hitzeinaktivierte Zellen (HEK Leerwert) gemessen.
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4.1.5 Steroidsufatase mMRNA Expression in verschiedenen Organen des Rindes

1200

1000

Relative Genexpression

Herz

Leber

Gehirn

Aorta

Colan
DOnndarm
Pansen

Haut

M uskel
Lymphknoten
milz

Migre
Mebenniere
Crvar

Corpus Luteum
Plazenta (d220)
Hoden
Mebenhoden

Nebennierenmark
Mebennierenrinde
Euter {laktierend)

Abb. 16: Relative Expression Steroidsulfatase-spezifischer mRNA in verschiedenen Organen
des Rindes. Ergebnisse der Real-Time RT-PCR unter Verwendung von GAPDH als

Referenzgen.

Die Steroidsulfatase-mRNA war in einer Vielzahl von Geweben nachweisbar (Abb. 16). Be-
sonders hoch exprimiert war sie in Haut, Leber und Ovar. Die Plazentaprobe zeigt eine ver-

gleichsweise mittlere Expression.
4.2 Soat

4.2.1 Nachweis von flinf Varianten auf mMRNA-Ebene in der Rinderplazenta

Bei der Verwendung eines Primerpaares, welches den gesamten open reading frame des bovi-
nen Soat tiberspannt, wurden mittels RT-PCR und Sequenzierung in Rinderplazentom-proben
insgesamt finf mMRNA-Varianten gefunden. Variante 1 entspricht mit ihrem 1134 bp open
reading frame der GroRe des humanen Soat open reading frames. Variante 2 (958 bp) und Va-
riante 3 (750 bp) sind deutlich kleiner als der humane Soat, wahrend Variante 5 (1331 bp)

deutlich groRer ist als dieser. Wurden die Produkte im Gel elektrophoretisch aufgetrennt, so



fiel auf, dass die Banden von Variante 1 und 2 am deutlichsten zu sehen waren, wahrend die

Banden von Variante 3 in allen Proben nur schwach und die Bande von Variante 5 ebenfalls

schwach

und nicht bei allen Tieren zu sehen ist (Abb. 17). Am schwierigsten im Gel zu iden-

tifizieren war jedoch Variante 4, da sie mit ihren 1155 bp nur 21 bp langer ist als Variante 1.

Alle funf Varianten wurden aus mehren Proben getrennt isoliert und sequenziert und die Va-
rianten 1 bis 4 in die Genbank eingetragen: Soat-Variante 1 (EF186076), Soat-Variante 2
(EF495204), Soat-Variante 3 (EF495205) und Soat-Variante 4 (EF495206). Variante 5 konn-

te bisher

noch nicht eingetragen werden, da derzeit noch nicht gentigend Ubereinstimmende

Klone vorliegen.

1400bp =

1200bp

j_le_n,:-h'_n

o00bp ®

S{H'_}l'-l_r

Abb. 17:

Marker Tierl Tier2 Tier3 Tier4

CE g Variante 5
. .
' ’ - 0 Vanante 1/4
e ) Vanante 2

3 Variante 3

Elektrophoretische Analyse von RT-PCR-Produkten, welche unter Verwendung ei-
nes Primerpaares zur Amplifikation des gesamten open reading frames des bovinen
Soats gebildet wurden. Es traten in den Rinderplazentomen insgesamt finf Varian-
ten auf. Die RT-PCR-Produkte der Varianten 1 und 4 kdnnen aufgrund des geringen
GroRenunterschiedes von 21 bp nicht getrennt werden. Als Negativkontrolle wurde
eine Praparation verwendet, bei der die RNA-L6sung bei der DNase-Behandlung
durch autoklaviertes Wasser ersetzt worden war. Es zeigte sich keine Bande (in Abb.
17 nicht dargestellt).
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4.2.2 Sequenzanalyse der bovinen Soat-Varianten

Die Ergebnisse der Sequenzierung der bovinen Soat-Varianten nach Klonierung wurden mit
den Exonen des humanen Soats (Genbank Accession no. EF437223) und den Rindergenom-
daten verglichen. Der bovine Soat konnte so dem Chromosom 6 zugeordnet werden. Das Rin-
dergen besteht wie das homologe menschliche Gen aus 6 Exonen (siehe Tab. 19). Alle Intron-
Exon-Grenzen besitzen die typischen Donor und Akzeptormotive, das heif3t jedes Intron be-
ginnt mit einem GT an der 5’-Spliceseite und endet mit einem AG an der 3’-Spliceseite. Das
Exon 1’ entsteht durch ein zusatzliches Splicing des Introns zwischen Exon 1 und 2. Unter-
schiede zur humanen Sequenz hinsichtlich der Basenpaaranzahl treten nur bei den Exonen 1
(Mensch: 525 bp/Rind: 377 bp) und 6 (Mensch: 435 bp/Rind: 215 bp) auf. Exon 1" konnte

bisher noch bei keiner der anderen untersuchten Spezies nachgewiesen werden.

Tab. 19: Exon-Intron-Struktur des bovinen Soat mit Darstellung der Exon-Intron-Grenzen.
Die Exon-Sequenzen wurden in GroRbuchstaben und die Intron-Sequenzen in

Kleinbuchstaben dargestellt.

Exon Lange (bp) 5’-Splice Donor 3’-Splice Akzeptor Intronlange (kb)

1 377 TCTCAG / gtaagt tagcag / CAAAGA 5.6
1 197 CTTAGT / gtaagt tttcag / CATCAG 8.0
2 119 ACATAG / gtctgt tttcag / GAATCA 1.6
3 89 CTTAAG / gtaagg tcttag / ATCGGG 3.6
4 176 GCAGAG / gtacag tggtag / GTGCAG 9.6
5 158 TTGCTG / gtacgt atttag / CATATA 1.5
6 215 AAGTAG

Die Homologie in der Aminosauresequenz zwischen dem humanen Soat und der Variante 1

des bovinen Soat betrégt 77,7%. Unterschiede findet man vor allem im Bereich des C-
Terminus des Proteins (Abb. 18).




Mensch MRAHNCS SEEdA CPANS SEEELP IGHLELVE TYV S (WHMMGL LMF SLGCS
Rind V1 MRAHNCSS[HAACPANS SEEELPI FY G HLDLYF TYVSLMIGLLMF SLGCS
Mensch KLWSHIRRPWG IAY GLL C QF GLMP @i ISFSLEPYQAIAVLIMG
Rind W1 WKLYEHIRRPY G IAV GHL C QF GLMP R IISFSLEPLQATAVLIMG

Mensch CCPGETEISHIFTFWYDGDMDLSISMTTC S TVAAL GMMPLCOYLY T E:I 0
Rind V1 CCPGGTYSHIFTFWYDGDMDLSISMTTC S THAAL GMMPL CLYLY T ]

Mensch HL TIPYQHIGITLVCLIPYAF GYYVHYRHPEQSKITLEIGAVMYGGYLIRL VY
Rind W1 HL TIPYQHIGITLY CLINIPVAF GEYVHYRYPEQSKEIILEIGAT\GGLLIGL VY
Mensch Avh AG S L LT SFIFPLIGHYTGFLLAL ATHOSWQRCBRTISL
Rind V1 TG I4EF I ISFIFPLIGHATGFLLAL ATHOSWQRCRTISL
Mens ch T]!-![LI;I_LSF TAE ms§5| AYGLFQL IIlI‘i.iI’AA‘!E
Rind V1 | TR TMLQLSF TAENLYQDYEF NI AYGLF QML VAR Y

Mensch RRLENEHG:S A B IE S aH IR S AFLEVHEE G'AITP G PG PHD 4
Rind V1 RRLENEHG YA EAC IE LY A | I FLEVHEE AL SP G PG PRD 14

Mensch RIRLE!L TSCE
Rind V1 GYP TIgT RALK

Abb. 18: Box-Shade-Aligment der Proteinsequenzen des humanen Soat (Genbank Accession
no. ABO38126) und der bovinen Soat-Variante 1 (Genbank Accession no.
ABMG68134). Ubereinstimmungen sind schwarz hinterlegt. Die Abweichungen ohne

bzw. mit Ladungsanderung sind grau bzw. weil hinterlegt.

Die Varianten 2-5 werden durch Deletionen vollstdndiger Exone und/oder Insertion des zu-
sétzlichen Exons 1” gebildet (Abb. 19). Variante 2 entsteht durch Deletion des Exons 4.
Durch den Verlust des Exons 4 entsteht ein Rasterschub. Dadurch verandern sich die von E-
xon 5 und 6 kodierten Aminoséauren und es kommt zu einem vorzeitigen Stopcodon. Das Pro-
tein der Variante 2 ist statt 319 Aminosauren nur noch 240 Aminoséauren lang (Abb. 20). Va-
riante 3 beinhaltet eine Deletion der Exone 2-4, ohne dass es zu einer Veranderung des Lese-
rasters kommt. Dem Protein fehlen gegeniiber Variante 1 128 Aminosauren, die Aminosau-
renabfolge am N- bzw. C-Terminus bleibt jedoch erhalten. Variante 4 und 5 zeichnen sich
durch die Insertion des zusatzlichen Exons 1” aus. Variante 4 hat zusétzlich noch eine Deleti-
on des Exons 4, dies wirkt sich auf der Proteineben aber nicht aus, da das zuséatzliche Exon 1’

mehrere Stopcodons enthalt.
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Exonstrukturen der bovinen Soat-Varianten 1-5 mit
den Genbank Accession Numbers der Varianten 1-4.

377 AS
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125 A8 13 AS

Vi mieent O —

ohne Exon 4)
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in Exon 1°

125 AS 13 AS
V5 Exon1-6 mad Exon 1 -

Abb. 20: Hypothetische, schematische Darstellung der bovinen Soat-Varianten 1-5 auf Prote-

inebene (AS = Aminosauren).

Da sich das PCR-Produkt fur Variante 4 bei Verwendung des open reading frame-
tiberspannenden Primerpaares in der Gelelektrophorese aufgrund des geringen GroRenunter-
schiedes zur Variante 1 kaum isoliert darstellen lasst, wurden weitere PCRs durchgefuhrt. Ziel

war es zu prifen, ob die Varianten 4 und 5 in allen Tréchtigkeitsstadien zu finden sind. Bei



Prifung auf das Vorhandensein der Insertion (Exon 1”) wurde zundchst ein Primerpaar ver-
wendet, das in Exon 1 bzw. 3 bindet. Die erwartete Doppelbande fand sich bei allen geteste-
ten Tieren (Abb. 21).

M T1l0 TIS0 T4a0 T240 prip. prap.  Oeb.  Ceh

+—3%dbp
«+—198hp

Abb. 21: Analyse der Produkte aus der RT-PCR unter Verwendung eines an Exon 1 bzw. E-
xon 3 bindenden Primerpaars mittels Agarosegelelektrophorese. Die Bande bei
196 bp entspricht den Varianten 1 und 2. Die 392 bp-Bande kommt durch die Inser-
tion des Exons 1’ bei den Varianten 4 und 5 zustande. Sie ist deutlich schwécher
ausgepragt als die Bande der Varianten 1 und 2, aber unabhéangig vom Tréchtigkeits-
stadium in allen untersuchten Plazentomen enthalten. Als Negativkontrolle wurde
eine Praparation verwendet, bei der die RNA-Ldsung bei der DNase-Behandlung
durch autoklaviertes Wasser ersetzt worden war. Es zeigte sich keine Bande (hier
nicht dargetellt)
(T: Trachtigkeitstag, préap.: prapartal, Geb.: Geburt, M: Grélienmarker).

AnschlieRend wurde noch geprift, ob auch alle getesteten Tiere Uber die Variante 4 verfugen.
Deshalb wurde ein Primerpaar verwendet, das auf Exon 1’ bzw. Exon 6 bindet. Variante 4
zeigt sich in dieser PCR als 620 bp groRes Fragment, Variante 5 als 817 bp groRes Fragment.
Es zeigte sich, dass nicht alle untersuchten Plazentomproben Uber die Varianten 4 und 5 ver-
fligen, sondern einige nur eine von beiden besaRen. Dabei konnte kein Bezug zum Tréchtig-
keitsstadium festgestellt werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Analyse der Produkte aus der RT-PCR unter Verwendung eines auf den Exons 1’
bzw. Exon 6 bindenden Primerpaars mittels Gelelektrophorese. Die Bande bei
620 bp entspricht der Variante 4, die Bande bei 817 bp der Variante 5 des bovinen
Soats. Als Probenmaterial dienten Plazentome aus dem 2. und 3. Trimester der Gra-
viditat (Tag als Zahl angegeben), der préapartalen Phase (prap.) und der Geburt
(Geb.). Die Varianten 4 bzw. 5 treten gemeinsam und einzeln auf. Es ist kein Ein-
fluss des Graviditatsstadiums auf die Expression erkennbar. Als Negativkontrolle
wurde eine Praparation verwendet, bei der die RNA-LGsung bei der DNase-
Behandlung durch autoklaviertes Wasser ersetzt worden war. Es zeigte sich keine
Bande (hier nicht dargetellt) M: GréRenmarker.

Zur Vorhersage von Transmembrandomanen wurden die Nukleotidsequenzen der Soat-

Varianten in die Aminosauresequenzen ubersetzt und mit den Programmen TMAP, TMHMM

2.0, TMPred, TopPred2, HMMTOP, Sosoui, sowie NetNGyc und NetPhos bearbeitet. Favori-

siert wurde das von TopPred2 mit der Kyte Doolittle Scale erstellte Modell, da es fir die bo-

vine Variante 1 am besten zu dem von Geyer et al. (2007) vorgeschlagenen Modell des hu-
manen Soats passt. Dieser Algorithmus wurde deshalb auch fir die anderen bovinen Varian-
ten ibernommen. Die Modelle sehen wie folgt aus:

Variante 1: 7 Transmembrandomanen , N-Terminus extrazelluldar, C-Terminus intrazellular,
Glykosylierungen an Position 4 und 14, Phosphorylierungen an den Aminosau-
ren 52, 325, 335, 337, 342, 354 und 368 wahrscheinlich.

Variante 2: 4 Transmembrandomanen, N-Terminus und C-Terminus extrazellular, Glykosy-
lierungen an Position 4 und 14, Phosphorylierungen an der Aminoséaure 52
wahrscheinlich.

Variante 3: 3 Transmembrandomanen (entsprechen Doméne 1, 2 und 7 von Variante 1), N-

Terminus extrazellular, C-Terminus intrazellular, Glykosylierungen an Position



4 und 14, Phosphorylierungen an den Aminoséauren 52, 197, 207, 209, 214, 226
und 240 wahrscheinlich.

Variante 4: 2 Transmembrandomanen (entsprechen Doméne 1 und 2 der Variante 1),

V1

V2

V3

V4ls

Abb. 23:

N-Terminus und C-Terminus extrazellulér, Glykosylierungen an Position 4 und

14, Phosphorylierungen an den Aminosauren 52 und 126 wahrscheinlich.

extrazeliular

Membrantopologiemodelle der bovinen Soat-Varianten 1 bis 5. Schraffiert dar-
gestellt sind die Molekulbereiche, in denen es durch Insertion (Varianten 4 bzw.
5) oder Deletion (Variante 2) zu einem Rasterschub und Anderungen der Ami-

nosauresequenz kommt.
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4.2.3 Trachtigkeitsprofil der Soat-Expression in der Rinderplazenta auf mRNA-
Ebene

Fur die Quantifizierung der Soat-Expression in den Rinderplazentomen auf mMRNA-Ebene
mittels Real-Time RT-PCR wurde ein Primer-Sonden-System verwendet, das am Ubergang
von Exon 5 zu Exon 6 platziert ist und damit alle 5 identifizierten Soat-Varianten erfasst. Die
gemessene Genexpression war im maternalen Teil der Plazentome signifikant hoher als im fe-
talen Teil (p<0,0001). Wahrend in den Kotyledonen die Messwerte auf niedrigem Niveau re-
lativ konstant blieben, war in den Karunkeln ein Anstieg in der unmittelbaren prapartalen
Phase sowie unter der Geburt zu beobachten, der sich in der zweifaktoriellen ANOVA jedoch

als als statistisch nicht signifikant erwies (p=0,995) (Abb. 24).

300

250 |

200

150 + [

100

Relative Genexpression

50 -

0 . S
tetal maternal fetal  materna fatal matlemal fatal maarnal

2. Trimester 3. Trimester préapartal Geburt

Abb. 24: Expression der Soat-spezifischen mRNA im fetalen bzw. maternalen Anteil von
Rinderplazentomen in verschiedenen Trachtigkeitsstadien sowie unter der Geburt
(GruppengroRe: jeweils n=3). Die Bestimmung erfolgte mittels Real-Time RT-PCR

unter Verwendung von GAPDH als Referenzgen.

4.2.4 Soat-mRNA Expression in verschiedenen Rinderorganen

Auch hier wurde flr die Real-Time RT-PCR das Primer-Sonden-System verwendet, das am
Ubergang von Exon 5 zu Exon 6 platziert ist und alle Soat-Varianten erfasst. Bei den unter-

suchten Organproben wurde die niedrigste relative Genexpression in der Niere gefunden. Die-



se wurde mit 1 gleichgesetzt und die Genexpression aller anderen Organe als Vielfaches die-
ses Wertes ausgedruckt. Die hdchsten Expressionen wurden in den Hoden, in der Haut und in
der Nebennierenrinde gemessen. Eine deutliche Expression war neben der Plazenta auch in
Leber, Pansen, Dunndarm, Lymphknoten, Euter und Ovar zu finden. Auch in einer reinen Ka-
runkelepithelzellkultur (zur Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Pfarrer,
Tierérztliche Hochschule Hannover) (ZK) konnte Soat-mRNA nachgewiesen werden (Abb.
25).
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Abb. 25: Relative Expression Soat-spezifischer mRNA in verschiedenen Organen des Rindes.
Ergebnisse der Real-Time RT-PCR unter Verwendung von GAPDH als Referenz-

gen. ZK: reine Karunkelepithelzellkultur.

4.2.5 Transport von Steroidsulfaten in Soat-transfizierten HEK293-Zellen

Zur Charakterisierung der Transporteigenschaften des bovinen Soat beztglich des Imports
von Estronsulfat, DHEA-Sulfat bzw. Pregnenolonsulfat wurden HEK293-Zellen mit einem
Plasmid transient transfiziert, das den open reading frame der bovinen Soat-Variante 1 ent-
hielt (Kap. 3.8.2). Als Kontrolle dienten Zellen nach Scheintransfektion mit dem Vektor ohne
Insert. In Gegenwart von Natriumionen zeigten die Soat-transfizierten Zellen eine deutliche
Steigerung der Steroidsulfataufnahme gegentiber der Kontrolltransfektion. Die Steigerung be-
trug das 14,4-fache fur Estronsulfat, das 9,5-fache fliir DHEA-Sulfat und das 2,6-fache fir




88

Pregnenolonsulfat. In Abwesenheit von Natriumionen war nur ein geringer bzw. kein Unter-
schied in der Aufnahme von Steroidsulfaten im Vergleich zwischen Soat-transfizierten Zellen
und den Kontrollzellen zu beobachten. Im Vergleich zur Inkubation in natriumhaltigem Me-
dium zeigten Soat-transfizierte Zellen in Abwesenheit von Natriumionen eine um den Faktor
5,3 verminderte Aufnahme von Estronsulfat. Die Aufnahme von DHEA-Sulfat bzw. Pregne-
nolonsulfat war in Abwesenheit von Natriumionen um den Faktor 5,4 bzw. 2,6 verringert. Die
niedrige Aktivitat von Zellen aus Scheintransfektionen zeigte keine deutliche Abhangigkeit

von der An- bzw. Abwesenheit von Natriumionen (Abb. 26).
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Abb. 26: Aufnahme von 3H-DHEA-Sulfat, 3H-Estronsulfat und 3H-Pregnenolon durch
HEK?293-Zellen nach transienter Transfektion mit der bovinen Soat-Varianten 1
bzw. einem Vektor ohne Insert (Kontrolle) in An- bzw. Abwesenheit von Natriumi-
onen. Gemessen wurde jeweils im 4-fach Ansatz in 3 Versuchen. Die Zahlen auf den

Linien geben den x-fachen Unterschied zwischen den bezeichneten Ansétzen an.
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5 Diskussion

5.1 Struktur des bovinen Steroidsulfatase-Gens

Das humane und das bovine Steroidsulfatase-Gen zeigen eine groBe Ahnlichkeit. Beide sind
auf dem X-Chromosom lokalisiert, ihre Open Reading Frames weisen eine &dhnliche GréRe
auf (human: 1752 bp, bovin: 1737 bp) und beide sind in 10 Exonen organisiert. Die Homolo-
gie der Aminosauresequenzen betragt 77%. Auch die errechnete GroRe des Proteins ist mit
65,5 kDa beim humanen Protein und 64,45 kDa beim Protein des Rindes sehr ahnlich und
entspricht den gefundenen Banden im Western Blot (siehe Anhang). Einen Unterschied gibt
es in Exon 1. Es enthélt beim humanen Steroidsulfatase-Gen das Startcodon, ist aber beim
Rind nichtkodierend, was im Vergleich zur menschlichen Steroidsulfatase zu einer Verkir-
zung des N-Terminus um 15 Basenpaare bzw. 5 Aminoséuren fiihrt. Ein weiterer Unterschied
ist die Lange der 3’-UTR. Bei der bovinen Sequenz wurden nur 234 bp gefunden, wéhrend sie
beim Menschen ca. 4000 bp lang ist. Eventuell liegt hier ein Fehler in der cDNA-Synthese
vor, so dass statt dem Poly-A-Schwanz ein Poly-A*-Cluster von dem Poly-T-Primer erkannt
wurde. Insgesamt zeigt die Steroidsulfatase hohe Ubereinstimmung zwischen dem humanen
und dem bovinen Gen sowie die Lokalisation beider Gene auf dem X-Chromosom, dass die

Steroidsulfatase hoch konserviert ist.

5.2 Diskussion der Steroidsulfatase-Expression in der Rinderplazenta

Die Steroidsulfatase wurde immunhistochemisch vor allem in den Karunkelepithelzellen und
wesentlich seltener in Trophoblastriesenzellen nachgewiesen. Dieses Resultat passt zu den
Ergebnissen friiherer Untersuchungen, nach denen in Rinderplazentomen die Steroidsulfatase-
Aktivitat signifikant hoher im maternalen Anteil nachgewiesen werden konnte, verglichen mit
dem fetalen Anteil (Mattioli 1984; Mdstl 1986; Hoffmann et al. 2001a). Des Weiteren konnte
eine Abhangigkeit des Steroidsulfatase-Expressionsmusters in den Karunkelepithelzellen vom
Trachtigkeitsstadium gezeigt werden. Zwischen Tag 100 und 240 der Trachtigkeit waren die
Signale nur schwach bis moderat ausgepragt und im wesentlichen auf den chorionplattenna-
hen Bereich sowie die Region benachbart zu basalen Primdr- und Sekundérzotten begrenzt.
Von ca. Tag 270 der Trachtigkeit bis zu ihrem Ende war dann eine Ausbreitung des Signals in
die Tiefe des Kryptensystems bis zum Karunkelstiel und eine Intensivierung der Signale zu
beobachten. Eine dhnliche prépartale Ausbreitung der Expression konnte bereits fir den Glu-
kokortikoidrezeptor in Trophoblastriesenzellen und Karunkelepithelzellen (Boos et al. 2000)
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sowie fiir die Cyclooxygenase Il (Schuler et al. 2006b) und die 17a-Hydroxylase-C17,20-
lyase (Schuler et al. 2006a) in einkernigen Trophoblastzellen festgestellt werden. Dies weist
auf eine dhnliche Regulation der Expressionen hin.

Die Ergebnisse aus der Real-Time RT-PCR zeigen wie die Immunhistologie eine prapartale
Aufregulation der Steroidsulfatase an, auch wenn diese auf der mRNA-Ebene nicht statistisch
signifikant ist. Die eher moderate Aufregulation auf der mRNA Ebene, verglichen mit der
sehr deutlichen Signalausbreitung und Intensivierung auf Proteinebene, kann dadurch erklart
werden, dass es prapartal und unter der Geburt zu einer deutlichen Reduktion des Karunkele-
pithels, verbunden mit einer Abnahme der Zellzahl, Abflachen der Zellen und zum partiellen
Verlust des Epithels kommt. Dieser Prozess beginnt um den 250. Trachtigkeitstag ebenfalls
im oberflachlichen Teil des Plazentoms und setzt sich bis zur Geburt in Richtung Karun-
kelstiel fort (Bjorkman 1954; Woicke et al. 1986). Dies ist wahrscheinlich auch fir die Hete-
rogenitat der Real-Time RT-PCR-Ergebnisse in der Gruppe der Geburtstiere mitverantwort-
lich. Die fast ausschliel3liche Lokalisation der Steroidsulfatase im Karunkelepithel bietet in
Verbindung mit den prapartalen Veranderungen in der Plazentomarchitektur eine Erklarung
flr frihere gegensatzliche Ergebnisse zum Verlauf der Steroidsulfatase-Aktivitét in der
Spatgraviditat. Der in friheren Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe festgestellte Abfall der
Steroidsulfatase-Aktivitét in den Karunkeln erklart sich offensichtlich dadurch, dass das Pro-
benmaterial ausschliel3lich aus den oberfl&chlichen Bereichen der Karunkeln entnommen
wurde (Hoffmann et al. 2001a), in denen das Karunkelepithel unter der Geburt weitgehend
reduziert war. Janszen et al. (1995) arbeiteten fur ihre Untersuchungen gréRRere Gewebepro-
ben auf und detektierten somit einen Anstieg der Steroidsulfatase-Aktivitat unter der Geburt
im Gesamtplazentom.

Wie in der eigenen Arbeit gezeigt wurde, ist in den Rinderplazentomen die Steroidsulfatase
fast ausschlieRlich im Karunkelepithel nachweisbar, wo sie mit dem Ostrogenrezeptor o
(Schuler et al. 2002) co-lokalisiert ist. Dies unterstltzt die Hypothese eines aktiven Sulfatase-
Pathways zur Produktion freier Ostrogene in diesem Zelltyp. Gleichzeitig kann durch das
spezifische, rdumliche und zeitliche Expressionsmuster der Steroidsulfatase in den Plazento-
men die Wirkung der Gberwiegend in sulfatierter Form gebildeten, trdchtigkeitsassoziierten
Ostrogene auf ein graviditatsspezifisches Spektrum von Zielzellen begrenzt werden. Diese
Zielzellen sind durch die Expression von Steroidsulfatase und Ostrogenrezeptoren charakteri-
siert. Eine toxische, systemische Wirkung der im maternalen Blut vor allem in fortgeschritte-
nen Graviditatsstadien in hohen Konzentrationen zirkulierenden, plazentaren Ostrogene kann

hierdurch vermieden werden.
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Neben einer Bedeutung in Rahmen des Sulfatase-Pathways zur Erzeugung hoher, lokaler
Konzentrationen freier Ostrogene im Karunkelepithel ergeben sich aus den eigenen Untersu-
chungen aber auch Hinweise auf weitere mogliche Funktionen der Steroidsulfatase im Karun-
kelepithel:

1) Auch in der Humanplazenta ist eine Steroidsulfatase-Expression vorhanden. Im Gegensatz
zum Rind ist sie dort allerdings im Syncytiotrophoblasten, also im fetalen Kompartiment lo-
kalisiert, wo sie eine essentielle Rolle bei der Produktion schwangerschaftsassoziierter Ostro-
gene spielt (Dibbelt et al. 1989; Salido et al. 1990) (s. Kap. 2.8.1). Aufgrund des Fehlens einer
plazentaren 17a-Hydroxylase-C17,20-lyase-Aktivitat konnen in der Humanplazenta Cy;-
Prekursoren nicht in nennenswertem Umfang in Cyo-Steroide umgewandelt werden. Daher ist
die Humanplazenta hinsichtlich ihrer Ostrogensynthese auf exogene Cyo—Prekursoren ange-
wiesen, die von der maternalen bzw. fetalen Nebennierenrinde in sulfatierter Form zur Verfi-
gung gestellt werden. Die gegenseitige Abhéngigkeit von Fetus und Plazenta bei der Synthese
schwangerschaftsassoziierter Ostrogene wird durch den Begriff "feto-maternale Einheit" cha-
rakterisiert (Diczfalusy et al. 1965; Diczfalusy 1969; Kuss 1994; Shemesh et al. 1997). Im
Gegensatz zum Menschen kénnen in der Plazenta des Rindes alle zur Bildung von Ostroge-
nen aus Cholesterin erforderlichen Enzyme nachgewiesen werden (Evans und Wagner 1981,
Gross und Williams 1988, Ben-David et al. 1990, Conley et al. 1997, Schuler et al. 1994,
Tsumagari et al. 1994, Pescador et al. 1996; Ozalp 2005; Schuler et al. 2006; Verduzco Go-
mez et al. 2007). Allerdings ist der Beginn der steroidogenen Enzymkaskade in der Rinder-
plazenta bisher noch kaum charakterisiert. Mdglicherweise stellen sulfatierte C,;-Steroide wie
Pregnenolonsulfat oder Cholesterinsulfat aus dem maternalen Kompartiment quantitativ be-
deutsame Substrate der plazentaren Steroidsynthese beim Rind dar, die durch die Steroidsul-
fatase des Karunkelepithels fur die weiteren Umwandlungsschritte im Trophoblasten verfug-
bar gemacht werden. Hierfur spricht, dass weitere initiale Faktoren der Steroidsynthese, ndm-
lich StAR und das P450 side-chain cleaving enzyme, ebenfalls im Karunkelepithel bzw. der
Karunkel nachgewiesen wurden (Shemesh et al. 1992; Takagi 2007). Im Einklang mit dieser
Hypothese konnte in den eigenen Untersuchungen zur Substratspezifitat gezeigt werden, dass
die Aktivitat der bovinen Steroidsulfatase nicht auf die Sulfate phenolischer Steroide begrenzt
ist, sondern dass auch die Sulfate neutraler Steroide wie Pregnenolon und DHEA &hnlich ef-
fektiv hydrolysiert werden.

2) Die eigenen Untersuchungen haben gezeigt, dass beim Rind die Steroidsulfatase-
Expression nicht auf die Plazenta beschrénkt ist. Auch in anderen steroidogenen Organen wie

Hoden, Ovar und Nebennierenrinde war eine deutliche Steroidsulfatase-Expression nach-
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weisbar, wo sie ebenfalls eine Rolle in der Verwertung sulfatierter Prekursoren der Steroid-
synthese spielen konnte. Die hdchsten Konzentrationen Steroidsulfatase-spezifischer mMRNA
wurden allerdings in Organen gemessen, in denen keine quantitativ bedeutsamen Mengen an
endokrin aktiven Steroiden gebildet werden, ndmlich in der Haut und der Leber. Auch in Co-
lon und Dinndarm wurden relativ hohe Werte gemessen. Darlber hinaus wurde in zahlrei-
chen anderen untersuchten Geweben eine — wenn auch vergleichsweise niedrige — Steroidsul-
fatase-Expression nachgewiesen. Dies weist darauf hin, dass die Steroidsulfatase auch Funk-
tionen unabhéngig von der Synthese von Steroidhormonen bzw. der Aktivierung von konju-
gierten Ostrogenen besitzt. Entsprechend wurden beim angeborenen Steroidsulfatasemangel
des Menschen charakteristische Hautveranderungen beobachtet

(X-linked Ichthyosis). Diese werden darauf zuriickgefihrt, dass in der Epidermis Cholesterin-
sulfat eine wichtige Rolle als interzellulédre Kittsubstanz spielt und im Falle eines Steroidsul-
fatasemangels oder —defekts die normale Abschilferung der oberen Hautschichten beeintrach-
tigt ist (Ballabio 1995). Mdglicherweise ist die Steroidsulfatase auch in der Karunkel des Rin-
des an der Abschilferung apoptotischer Karunkelepithelzellen beteiligt, denn das Karunkele-
pithel verfiigt offensichtlich tGber einen hohen Zellumsatz (Hoffmann and Schuler 2002; Boos
et al. 2003). Auch beim Rind tritt in sehr seltenen Fallen eine Ichthyosis bei Neugeborenen
auf (Dahme und Weiss 1999). Diese wird jedoch nicht geschlechtsgebunden vererbt, so dass
ein Bezug zur X-linked Ichthyosis beim Menschen unwahrscheinlich ist. Es ist aber denkbar,
dass von einem Steroidsulfatasemangel betroffene, méannliche Rinderfeten bereits in einem
frihen Trachtigkeitsstadium absterben.

Zusétzlich zur Expression in den Karunkelepithelzellen wurde auch eine méfiige Steroidsulfa-
tase-Expression in einigen Trophoblastriesenzellen gefunden. Zwar waren auch vereinzelt
schwache, unspezifische Reaktionen in den Trophoblastriesenzellen der Negativkontrolle
sichtbar. Diese unterschieden sich jedoch deutlich von den als spezifisch eingestuften Reakti-
onen in den Trophoblastriesenzellen durch eine wesentlich schwéchere Signalintensitat. Ein
weiterer wesentlicher Unterschied bestand darin, dass die bei der Verwendung des spezifi-
schen Primarantikdrpers in den Trophoblastriesenzellen zu beobachtenden Signale auf die von
Steroidsulfatase-positivem Karunkelepithel umgebenen Trophoblastbereiche beschrankt wa-
ren. Die in der Negativkontrolle auftretenden, unspezifischen Signale waren dagegen unab-
hangig von der Steroidsulfatase-Expression in den benachbarten Karunkelepithelzellen anzu-
treffen. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen aus Messungen der Steroid-
sulfatase-Aktivitat in Kotyledonen, wo ebenfalls eine — wenn auch deutlich niedrigere - Hyd-

rolyse von Estronsulfat festgestellt wurde (Hoffmann et al. 2001a).
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Die Funktion der Steroidsulfatase in diesen Trophoblastriesenzellen ist unklar. Die
Trophoblastriesenzellen verfiigen tiber den Ostrogenrezeptor p und miissen daher als éstro-
gensensitiv betrachtet werden (Schuler et al. 2005). Gleichzeitig sind sie aber auch der Ort,
wo die Umwandlung von Androgenen in Ostrogene vollzogen wird (Schuler et al. 2006) und
die zunachst freien Ostrogene sulfatiert werden (Brown et al. 1987). Denkbar ist, dass in den
ostrogenresponsiven Trophoblastriesenzellen durch die Co-Expression von Steroidsulfatase,
Ostrogensulfotransferase und Aromatase die Feinregulation des intrazellularen Verhaltnisses

von freien zu konjugierten Ostrogen bewerkstelligt wird.

5.3 Diskussion der Ergebnisse zum bovinen Soat

5.3.1 Organisation des Soat-Gens und Bildung von Soat-Isoformen

Die Variante 1 des bovinen Soats weist, sowohl in der Organisation der mRNA als auch in
der Nukleotid- und Aminoséuresequenz, eine hohe Homologie zu dem humanen SOAT auf.
Die beim humanen Soat beschriebene Fahigkeit zum natriumabhangigen Import von DHEA-
Sulfat, Estronsulfat und Pregnenolonsulfat konnte flir den Soat des Rindes bestétigt werden.
Im Gegensatz zum Rind wurden bis jetzt noch bei keiner der anderen bisher untersuchten
Spezies Splicevarianten des Soats beschrieben. Bisher ist unklar, welche der beim Rind auf
MRNA-Ebene identifizierten und charakterisierten Isoformen auch auf Proteineben exprimiert
werden. Ubersetzt man die erarbeiteten Nukleotidsequenzen in die entsprechenden Aminosau-
resequenzen und analysiert diese mit Hilfe entsprechender Software zur VVorhersage von
Transmembrandomaénen und dreidimensionalen Strukturen, so unterschieden sich die Varian-
ten zum Teil deutlich voneinander. Bei der Wahl des Modells fur die Variante 1 wurden die
Erkenntnisse von Geyer et al. (2007) fur den humanen SOAT bertcksichtigt, nach denen sich
der N-Terminus des humanen Transporters extrazellulér und der C-Terminus intrazellular be-
finden. Daher sprachen sie sich beim humanen Soat fur ein

7- oder 9-Transmembrandomanenmodell aus. Aufgrund der starken Homologie der menschli-
chen Soat-Nukleotidsequenz und der bovinen Variante 1 wurde deshalb dieses Modell auch
beim Rind favorisiert, obwohl die Mehrzahl der Programme wie beim Menschen ein 8-
Transmembrandomanenmodell prasentierten. Entsprechend wurde auch fiir die Modellerstel-
lung der anderen Varianten das Programm TopPred2 mit der Kyte Doolittle Scale weiterver-
wendet, welches das bevorzugte Modell der Variante 1 lieferte. Dabei erscheint besonders die
Variante 3 interessant, da ihr Modell dem der Variante 1 stark ahnelt, nur dass ihr die Trans-

membrandoménen 3-6 fehlen. Eine gleichartige Deletion bei dem strukturell eng mit dem So-
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at verwandten apical sodium-dependent bile acid transporter (Asbt) fuhrt dort zu einer Um-
kehr der Transportrichtung (Lazaridis et al. 2000). Dies ist auch fur die bovine Soat-Variante
3 vorstellbar. Es ist moglich, dass eine oder mehrere der weiteren gefundenen Varianten keine
Transportfunktion besitzen. Griinde dafur kdnnen darin liegen, dass sie nicht in die Membran
eingebaut werden konnen oder ihnen die Strukturen zur Bindung und Transport ihrer Substra-
te fehlen. Daher konnten sie funktionslos sein oder andere Aufgaben erflllen oder ein veran-
dertes Substratspektrum aufweisen. Dass es sich bei den gefundenen Varianten um Artefakte
bzw. Polymerasefehlern in der RT-PCR handelt ist unwahrscheinlich, da sich identische Ver-
anderungen aus den Plazentomen verschiedener Rinder isolieren lie3en und die in Kap. 4.2.2
beschriebenen Abweichungen der Varianten 2-5 in der Nukleotidsequenz von der bovinen
Variante 1 bzw. der etablierten Sequenz des Menschen immer in Verbindung mit Exon-
Intron-Grenzen auftraten, was fir Insertionen bzw. Deletionen spricht. Auf eine weitere mog-

liche Bestatigung wie zum Beispiel mittels Northern Blot wurde daher verzichtet.

5.3.2 Diskussion der Soat-Expression in den Rinderplazentomen und weiteren

Geweben

Die mittels Real-Time RT-PCR gemessene Soat-Expression ist zu allen untersuchten Trach-
tigkeitszeitpunkten in den Karunkeln deutlich héher als in den Kotyledonen (p<0,0001). Un-
Klar bleibt, ob die in den Kotyledonen gemessenen niedrigen Expressionswerte tatséachlich auf
einer schwachen Expression im fetalen Kompartiment der Plazentome beruhen oder ob sie auf
geringfligige Kontaminationen des préparierten Kotyledonengewebes mit Gewebe karunkula-
rem Ursprunges zurlickzufihren ist. In den Karunkeln ist dartiber hinaus ein statistisch nicht
signifikanter Anstieg der relativen Genexpression ab dem 3. Trimester der Graviditat, Uber
den Eintritt der prapartalen Luteolyse bis hin zur Geburt zu beobachten. Wie oben dargelegt,
wird in den Plazentomen des Rindes der Soat uberwiegend oder ausschliellich im maternalen
Teil exprimiert. Uber die Soat-Lokalisation in den Karunkeln auf zellularer Ebene liegen der-
zeit keine gesicherten Informationen vor. Der Nachweis der Soat-mRNA in einer reinen Ka-
runkelepithelzellkultur spricht jedoch dafir, dass in diesem Zelltyp eine Co-Expression von
Soat und Steroidsulfatase stattfindet. Somit ergibt sich dort die Mdglichkeit einer funktionel-
len Kopplung: Aufnahme sulfatierter Steroide via Soat und Einschleusen der aufgenommenen
Steroidsulfate in den Sulfatase-Pathway (Ostrogene) bzw. in die Steroidsynthese (neutrale
Steroide) nach Hydrolyse durch die Steroidsulfatase. Neben der Messung des Expressionsver-

laufs der Soat-mRNA in Plazentomen im Verlaufe der Graviditat wurden mittels des etablier-
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ten Real-Time RT-PCR Verfahrens die relative Genexpression in verschiedenen anderen Or-
ganen des Rindes untersucht. Hierbei ergaben sich deutliche Parallelen zu den von Geyer et
al. (2007) beim Menschen publizierten Resultaten. Die hochste relative Genexpression wurde
bei beiden Spezies im Hoden gemessen. Nebennierenrinde und Haut zeigten beim Rind eben-
falls eine relative hohe Expression. Beim Menschen existieren hierzu noch keine Daten. Des
Weiteren wurde bei beiden Spezies eine deutliche Soat-Expression in Leber, Dinndarm, O-
var, Nebenniere, Milchdrise und Plazenta festgestellt. Es fallt auf, dass neben der Plazenta
andere Kklassische steroidogene Organe wie Nebennierenrinde, Ovar und Hoden eine maige
bis hohe Soat-Expression aufweisen. Dies passt zu der Theorie, dass der Soat in diesen Orga-
nen sulfatierte Steroide in die Zellen einschleust und dort fur die Verwendung in der Steroid-
synthese verflighar macht.

Wahrend der Graviditat des Rindes treten erhebliche Mengen an Estronsulfat aus den
Trophoblastriesenzellen in den maternalen Kreislauf tber. Sieht man von der Mdglichkeit ei-
nes vorwiegenden parazelluldren Transports ab, so miisste hierbei Estronsulfat nicht nur in
verschiedene Zelltypen aufgenommen, sondern auch wieder ausgeschleust werden. Hierbei
konnte, wie oben dargestellt, der VVariante 3 des bovinen Soats eine wichtige Rolle zukom-
men. Fir den Austritt von Estronsulfat aus den Trophoblastriesenzellen erscheint allerdings
kein spezieller Exportmechanismus erforderlich zu sein, da diese nach Invasion ins Karunke-
lepithel degranulieren bzw. apoptotisch zugrunde gehen und auf diese Weise nicht membran-
gangige Molekdile ins maternale Kompartiment abgeben kénnen (Wooding und Wathes 1980,
Wooding 1982, Wooding 1983).

5.4 Schlussfolgerungen

Die Bedeutung der plazentaren Steroidbiosynthese beim Rind ist derzeit immer noch unklar.
Wesentliche Grundlage fir das Verstandnis dieses Phdnomens sind die Lokalisation der betei-
ligten Enzyme auf zellulérer Ebene und die Charakterisierung ihrer Expression im Verlauf der
Graviditat sowie unter der Geburt. Mit der umfassenden Charakterisierung der Steroidsulfata-
se-Expression in den Rinderplazentomen konnte diesbeziiglich eine erhebliche Wissensliicke
geschlossen werden. Die Zuordnung der Steroidsulfatase-Expression zu den Gstrogenrezep-
torpositiven Karunkelepithelzellen steht prinzipiell im Einklang mit der Hypothese eines Sul-
fatase-Pathways zur lokalen Erzeugung freier, aktiver Ostrogene bei gleichzeitigem Schutz
des Multtertieres vor unerwiinschten systemischen Nebenwirkungen der in auf3erordentlich

hohen Mengen gebildeten trachtigkeitsassoziierten Ostrogene. Die Ergebnisse der Steroidsul-
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fatase-Expression lassen jedoch insbesondere in Verbindung mit dem Expressionsmuster wei-
terer steroidogener Enzyme, dem Substratspektrum der Steroidsulfatase und ihrem Nachweis
in zahlreichen anderen Organen auch andere funktionelle Schlussfolgerungen zu. Dies gilt be-
sonders im Hinblick auf eine Bedeutung der Steroidsulfatase fur die Einschleusung sulfatier-
ter Cy1-Prekursoren bzw. von Cholesterinsulfat aus dem maternalen Kompartiment in die Ste-
roidsynthese des Trophoblasten. Hier sind zu einer Abklarung weitere, insbesondere auch
tierexperimentelle Untersuchungen erforderlich.

Obwohl aufgrund ihrer polaren Eigenschaften fur Steroidsulfate bereits seit langerem die E-
xistenz spezieller Transportmechanismen durch biologische Membranen postuliert wird, la-
gen bisher keine konkreten Informationen hierzu vor. In der vorliegenden Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass der vor kurzem beim Menschen und der Ratte identifizierte und charakteri-
sierte Sodium-dependent Organic Anion Transporter (Soat) auch beim Rind effektiv den Im-
port sulfatierter neutraler und phenolischer Steroide vermittelt. Somit kommt er als wichtiger
Transporter der wahrend der Graviditat des Rindes in hohen Konzentrationen gebildeten, kon-
jugierten Ostrogene in Frage. In den Rinderplazentomen ist der Soat wie die Steroidsulfatase
in den Karunkeln lokalisiert. Die Untersuchung zur Expression beider Faktoren deutet darauf
hin, das diese im unmittelbaren prépartalen Zeitraum in &hnlicher Weise aufreguliert werden.
Daher liegt im Karunkelepithel moglicherweise eine funktionelle Kopplung von Soat und Ste-
roidsulfatase vor, wobei die sulfatierten Substrate der intrazellularen Steroidsulfatase tiber den
Soat in die Zelle aufgenommen werden kdnnen. Wie fiir die Steroidsulfatase sind auch bezlig-
lich des Soats weitere Untersuchungen zur biologischen Bedeutung erforderlich, insbesondere
ob es sich in vivo bei den physiologischen Substraten dieses Transporters um konjugierte Os-
trogene aus dem Trophoblasten oder sulfatierte neutrale Steroide aus dem maternalen Kom-

partiment handelt.
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6 Zusammenfassung

Die Rinderplazenta produziert wahrend der Trachtigkeit erhebliche Mengen an Ostrogenen.
Mit Ausnahme der letzten beiden Wochen der Trachtigkeit werden diese zum tiberwiegenden
Teil in Form von Estronsulfat (E1S) aus dem Trophoblasten freigesetzt. Die funktionelle Be-
deutung der plazentaren Ostrogensynthese des Rindes ist weitgehend unklar, da Estronsulfat
nicht mit den klassischen nukledren Ostrogenrezeptoren interagiert. Unter der Einwirkung ei-
ner Steroidsulfatase (StS) konnen sulfatierte Ostrogene jedoch in freie, rezeptoraktive Ostro-
gene Uberfihrt werden ("Sulfatase Pathway" zur Produktion freier Ostrogene). In vorange-
gangenen Arbeiten an Gewebehomogenaten konnten in den Plazentomen und dort v.a. in den
Karunkeln hohe Steroidsulfatase-Aktivitaten nachgewiesen werden. Weiterhin fand sich in
den Karunkeln, insbesondere in den Karunkelepithelzellen, eine hohe Ostrogenrezeptor-
Expression. Diese Befunde sprechen dafiir, dass die plazentaren Ostrogene vorwiegend als
lokale Regulatoren von Wachstum, Differenzierung und Funktionen der Karunkeln fungieren.
Ihre Wirkung ware dabei weitgehend auf ein limitiertes Spektrum potentiell 6strogenrespon-
siver Zielzellen begrenzt, die neben einem Ostrogenrezeptor auch eine Steroidsulfatase
exprimieren. Zur Uberprifung dieser Hypothese sollte in der vorliegenden Arbeit die bovine
Steroidsulfatase kloniert, auf molekularer Ebene charakterisiert und ihre Expression in den
Rinderplazentomen im Verlauf der Graviditat erfasst werden.

Immunbhistologisch wurde die Steroidsulfatase unter Verwendung eines gegen das homologe
menschliche Enzym gerichteten Antiserums in den Rinderplazentomen vorwiegend in den
Karunkelepithelzellen lokalisiert, wo ihr Expressionsmuster eine deutliche Abhangigkeit vom
Tréchtigkeitsstadium zeigte. Zwischen dem 100.-240. Trachtigkeitstag waren die Signale G-
berwiegend von schwacher bis méRiger Intensitat und weitgehend auf die Bereiche des Ka-
runkelepithels beschrankt, die an die Chorionplatte und die chorionplattennahen Primar- und
Sekundarzotten grenzten. In der spaten Graviditat breitete sich das Signal im Karunkelepithel
zunehmend entlang der Sekundér- und Tertidrzotten und in Richtung des Karunkelstiels aus.
Nach Einsetzen der prapartalen Luteolyse war in allen Teilen des Karunkelepithels ein nahezu
homogenes, moderates bis intensives Signal vorhanden. Zusatzlich zu den Signalen im Ka-
runkelepithel war gelegentlich auch das Zytoplasma einzelner Trophoblastriesenzellen ge-
farbt.

Der Open Reading Frame der bovinen Steroidsulfatase wurde mittels RT-PCR unter Verwen-
dung von Homologieprimern und RACE-PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die

Analyse der Exon-Intron-Struktur sowie der Nukleotid- und Aminoséuresequenz ergab eine
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hohe Homologie zwischen der humanen und dem bovinen Steroidsulfatase (77% auf Amino-
séureebene). Nach transienter Transfektion von HEK293-Zellen mit dem Open Reading Fra-
me der bovinen Steroidsulfatase zeigten diese eine ausgepragte Hydrolyse von Pregnenolon-
sulfat und Estronsulfat. Mittels Real-Time RT-PCR wurde die relative Expressionsstérke in
den Plazentomen zwischen dem 100. Trachtigkeitstag und der Geburt gemessen. In den Pla-
zentomen zeigte sich in der préapartalen Phase im Vergleich zum zweiten und dritten Trimes-
ter der Tréachtigkeit ein magRiger Anstieg um den Faktor 2.7, der jedoch nicht statistisch signi-
fikant war. Mittels des etablierten Real-Time RT-PCR-Verfahrens wurde zu Vergleichszwe-
cken auch die Steroidsulfatase-mRNA-Konzentration in verschiedenen anderen Rinderorga-
nen gemessen. Neben der Plazenta war eine deutliche Steroidsulfatase-Expression in weiteren
steroidogenen Organen (Ovar, Hoden, Nebennierenrinde) nachweisbar. Unter den untersuch-
ten Organen wurde die hdchste Expression jedoch in Haut und Leber gemessen.

Die Zuordnung der Steroidsulfatase-Expression zu den Ostrogenrezeptor-positiven Karunke-
lepithelzellen steht prinzipiell im Einklang mit der Hypothese eines Sulfatase-Pathways zur
lokalen Erzeugung freier, aktiver Ostrogene bei gleichzeitigem Schutz des Muttertieres vor
unerwunschten, systemischen Nebenwirkungen der in auBerordentlich hohen Mengen gebil-
deten trachtigkeitsassoziierten Ostrogene. Die zur Steroidsulfatase-Expression erhaltenen Er-
gebnisse lassen jedoch insbesondere in Verbindung mit den Expressionsmustern weiterer ste-
roidogener Enzyme in den Plazentomen, dem Substratspektrum der Steroidsulfatase und ih-
rem Nachweis in zahlreichen weiteren Organen ohne quantitativ bedeutsamen Steroidmetabo-
lismus auch andere funktionelle Schlussfolgerungen zu. Dazu zédhlt besonders eine Bedeutung
der Steroidsulfatase fir die Einschleusung sulfatierter neutraler Steroide (z.B. Pregnenolon-
sulfat oder Cholesterinsulfat) aus dem maternalen Kompartiment in die Steroidsynthese des
Trophoblasten.

Weiterer Gegenstand dieser Arbeit war der Transport sulfatierter Steroide in den Rinderpla-
zentomen. Im Gegensatz zu freien Steroiden, welche aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften
biologische Membranen durch Diffusion Gberwinden kdnnen, liegen zum zellularen Im- bzw.
Export der weitaus polareren Steroidsulfate bisher kaum Informationen vor. Fir den erst kiirz-
lich bei Mensch und Ratte klonierten Sodium-dependent Organic Anion Transporter (SOAT)
war gezeigt worden, dass er in vitro effektiv die zellulare Aufnahme von Estronsulfat vermit-
telt. Daher wurde der bovine Soat aus der Rinderplazenta mittels Primer Walking unter Ver-
wendung eines bereits zuvor bekannten, kurzen Fragments und von Rindergenomdaten klo-
niert und dessen Expression in den Plazentomen im Verlauf der Trachtigkeit und unter der

Geburt charakterisiert. Die bovine Soat-mRNA wies im Vergleich zum menschlichen Soat ei-



ne identische Intron-Exon-Struktur auf. Das bovine Gen ist ebenfalls aus sechs Exonen zu-
sammengesetzt. Die Homologie auf Proteinebene betrug 78%. Im Gegensatz zu den bisher
untersuchten Spezies konnten beim Rind auf mRNA-Ebene neben dem Standard-Soat (Vari-
ante 1) vier weitere Varianten identifiziert werden, die durch Deletionen von einem oder meh-
reren Exonen und/oder Insertion eines zusatzlichen Exons gebildet werden. Variante 2 ent-
steht durch Deletion des Exons 4, die zu einem Rasterschub fiihrt. Dadurch verandern sich die
von Exon 5 und 6 kodierten Aminosauren und es kommt zu einem vorzeitigen Stopcodon.
Das Protein der Variante 2 ist statt 319 Aminosauren nur noch 240 Aminosauren lang. Vari-
ante 3 beinhaltet Deletionen der Exons 2-4 ohne Veranderung des Leserasters. Dem Protein
fehlen gegeniiber Variante 1 128 Aminoséauren, die Aminosauren-Abfolge am N- bzw. C-
Terminus bleibt jedoch erhalten. Die Varianten 4 und 5 zeichnen sich durch die Insertion ei-
nes zusétzlichen Exons 1’ aus. Variante 4 hat zusétzlich noch eine Deletion des Exons 4, dies
wirkt sich auf der Proteinebene aber nicht aus, da Exon 1* mehrere Stopcodons enthalt. Zur
quantitativen Erfassung der Soat-Expression in den Karunkeln bzw. Kotyledonen wurde ein
Real-Time RT-PCR-Verfahren etabliert, das alle identifizierten Varianten gemeinsam erfass-
te. Die gemessene Genexpression war im maternalen Teil der Plazentome signifikant hoher
als im fetalen (p<0,0001). Wahrend in den Kotyledonen zwischen dem 100. Trachtigkeitstag
und der Geburt die Messwerte auf sehr niedrigem Niveau relativ konstant blieben, war in den
Karunkeln ein statistisch nicht signifikanter Anstieg in der unmittelbaren prépartalen Phase
sowie unter der Geburt zu beobachten. Mittels des etablierten Real-Time RT-PCR-Verfahrens
wurde zu Vergleichszwecken auch die Soat-mRNA-Konzentration in verschiedenen anderen
Rinderorganen gemessen. Die hdchsten Expressionen wurden in den Hoden, der Haut und in
der Nebennierenrinde nachgewiesen. Eine deutliche Expression war neben der Plazenta auch
in Leber, Pansen, Diinndarm, Lymphknoten, Euter und Ovar zu finden. In einer reinen Ka-
runkelepithelzellkultur konnte ebenfalls Soat-mRNA nachgewiesen werden. Durch Experi-
mente mit transient transfizierten HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Soat-
Variante 1 des Rindes natriumabhangig sehr effektiv die zellulare Aufnahme von Dehydroe-
piandrosteronsulfat, Pregnenolonsulfat und Estronsulfat vermittelt. Die Funktion der Varian-
ten 2-5 wurde bisher noch nicht untersucht. Denkbar ist, das sie eine veréndertes Sub-
stratspektum und/oder Substrataffinitat besitzen, funktionslos sind oder aber die Transport-
richtung umkehren, wie dies fiir eine Deletionsvariante des nahe verwandten Apical Sodium-
dependent Bile Acid Transporters (Asbt) beschrieben wurde.

Die zum bovinen Soat erhaltenen Ergebnisse sprechen dafir, dass dieser ein physiologisch re-

levanter Steroidsulfattransporter ist, der eine bedeutende Rolle beim Transport graviditatsas-
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soziierter, sulfatierter Steroide spielen konnte. Die Co-lokalisation von Soat und Steroidsulfa-
tase und deren ahnliche Expressionsmuster in den Karunkeln des Rindes deuten darauf hin,
dass dort beide &hnlichen Regulationsmechanismen unterliegen und funktionell kooperieren

kdnnten.
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7 Summary

During gestation the bovine placenta produces high amounts of estrogens. With the exception
of the last two weeks of pregnancy, they are almost exclusively released by the trophoblast as
estrone sulfate (E1S). As estrone sulfate does not bind to classic nuclear estrogen receptors,
the biological role of bovine pregnancy-associated estrogens are widely unclear. However,
sulfated estrogens may be hydrolysed by the activity of a steroid sulfatase (StS) providing free
active estrogens ("sulfatase pathway" for the production of free estrogens). In preceding ex-
periments using tissue homogenates high steroid sulfatase activities were found in the bovine
placentomes, mainly in the maternal part. Furthermore, a high estrogen receptor expression
was found in the caruncle, especially in caruncular epithelial cells. These findings suggest that
placental estrogen sulfates act primarily as local regulators of caruncular growth, differentia-
tion and functions. The predominant production of sulfated estrogens could serve the restric-
tion of their effects to a limited spectrum among the potential estrogen-responsive target cells,
which are characterized by steroid sulfatase expression thereby avoiding detrimental systemic
side effects. To verify this hypothesis, bovine steroid sulfatase was cloned and its expression
was monitored in bovine placentomes in the course of pregnancy.

Using an antiserum against the homologous human enzyme, bovine steroid sulfatase was
detected immunohistochemically almost exclusively in caruncular epithelial cells. Its
expression pattern was clearly related to gestational age. Between day 100 and 240 of
pregnancy the signals were mostly of low to moderate intensity and more or less limited to the
caruncular epithelium adjacent to the chorionic plate and basal parts of primary and secondary
chorionic villi. In late gestation the signal spread gradually along secondary and tertiary villi
towards the caruncular stalk. After the onset of the prepartal luteolysis an almost
homogeneous, moderate to intense signal occurred in all parts of the caruncular epithelium. In
addition to caruncular epithelial cells, cytoplasmic staining was found in a minor fraction of
trophoblast giant cells.

To characterize bovine steroid sulfatase on a molecular level, the open reading frame of
bovine steroid sulfatase was cloned using homology primers, RT-PCR and RACE-PCR. The
analysis of the exon-intron-structure and of the nucleotid and amino acid sequence showed a
high homology between the human and the bovine enzyme (77 % on the level of amino acid).
After transient transfection with the bovine steroid sulfatase open reading frame HEK293

cells showed a significant hydrolysis of pregnenolone sulfate and estrone sulfate. A Real-



102

Time RT-PCR method specific to bovine steroid sulfatase was established and its mMRNA
levels in placentomes were measured between day 100 of pregnancy and parturition. Around
the time of prepartal luteolysis and at parturition, a moderate 2.7-fold increase of steroid
sulfatase-mRNA expression was observed compared to the preceding period of gestation.
However, this increase was not statistically significant. For comparison, steroid sulfatase-
MRNA levels were also measured in various bovine organs. High expression levels were
found in other steroidogenic organs such as ovary, testis and adrenal gland. However, among
the organs investigated, highest expression levels were measured in skin and liver. The co-
localisation of the steroid sulfatase expression in the estrogen receptor-positive caruncular
epithelial cells is consistent with the existence of a sulfatase-pathway for the local production
of free, active estrogens in the bovine caruncle by which the mother would be protected from
detrimental systemic side-effects by placental estrogens circulating in extraordinarily high
concentrations in the maternal compartment. On the other hand, considering steroid sulfatase
expression patterns on a cellular level, the substrate spectrum of bovine steroid sulfatase, the
detection of this enzyme in various other organs without a quantitatively significant
production of hormonally active steroids and the expression pattern of other steroidogenic
enzymes, other possible functions of bovine placental steroid sulfatase must also be taken into
account. Especially a role of steroid sulfatase in the utilization of sulfoconjugated neutral
steroid precursors (e.g. cholesterol sulfate or pregnenolone sulfate) extracted from maternal
must be considered, which may be an important way to provide free steroid substrates to the
trophoblast.

A further subject of this dissertation was the transport of sulfoconjugated steroids. Other than
free steroids, which are able to penetrate biological membranes passively by diffusion due to
their lipophilic properties, the transmembrane passage of the significantly more polar sulfated
steroids depends putatively on specific transport mechanisms, which have not been definitely
identified yet. However, the Sodium-dependent Anionic Transporter (SOAT) recently cloned
in humans and rats has been shown to efficiently mediate the cellular import of estrone sulfate
in vitro. Thus the bovine SOAT-mRNA was cloned from placentomes by RT-PCR and primer
walking using data from a previously cloned small fragment and information from the bovine
genome. It showed an identical intron-extron-structure compared to the human SOAT. It is
also composed of six exons. The homology on the protein level was 78%. Contrary to the
SOAT in other species examined so far, in the cow four variants occurred on the mRNA level
in addition to the standard SOAT (variant 1). The variants are formed by the deletion of

complete exons and/or the insertion of an additional exon. In variant 2 exon 4 is deleted,
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which causes a frame shift. This results in a premature stop codon and the corresponding
protein is predicted to contain only 240 instead of 319 amino acids. In variant 3 exons 2-4 are
deleted without a change in the reading frame. The predicted protein is missing 128 amino
acids in comparison to variant 1. However, the amino acid-sequence at the N- and C-terminus
is maintained. Variants 4 and 5 are characterized by the insertion of an additional exon 1". An
additional deletion of exon 4 occurs in variant 4. However, the predicted proteins for exons 4
and 5 are identical as exon 1" includes several stop codons. Based on the sequence
information obtained, a Real-Time RT-PCR system specific to bovine SOAT was established
which was able to cover all identified variants, and SOAT-mRNA levels were measured in
bovine caruncles and cotyledons between day 100 and parturition. SOAT-mRNA levels were
significantly higher in the maternal than in the fetal part of the placentomes (p<0,0001).
Whereas in the cotyledons they remained on a constant low level in the period under
investigation, there was a significant increase in the caruncles around the time of the prepartal
luteolysis and at parturition. For comparison, SOAT-mRNA concentrations were also
measured in various other bovine organs. Among the organs investigated, the highest
expression was found in testis, skin and the adrenal gland. Additionally a strong expression
was also found in the liver, rumen, small intestine, lymph node, mammary gland und ovary.
SOAT-mRNA was also detected in a pure caruncular epithelial cell line. By transport studies
using HEK 293 cells transiently transfected with bovine standard SOAT a significant sodium-
dependent cellular import of dehydroepiandrosterone sulfate, pregnenolone sulfate and
estrone sulfate was demonstrated. The functions of bovine SOAT variants 2-5 have not been
studied so far. Possibly they have a different substrate affinity and/or spectrum, may be
functionally inactive or may exhibit an inverted direction of transport, as it has been described
for a variant of the closely related apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT)
similar SOAT-variant 3.

The results obtained for the bovine SOAT suggest that in cattle it is a physiological relevant
steroid sulfate transporter, which could play an important role in the transport of pregnancy
associated sulfoconjugated steroids. The co-localization of SOAT and steroid sulfatase and
their similar expression pattern in the bovine caruncle indicate that they are subject to similar

regulatory mechanisms and that they may cooperate functionally.
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9 Anhang

9.1 Bestatigung der Spezifitat des in der Immunhistologie eingesetzten An-

tiserums fur die bovine Steroidsulfatase mittels Western Blot
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Abb. 28: Western Blot unter Verwendung des Serums eines Kaninchens, das gegen die hu-

mane plazentare Steroidsulfatase immunisiert wurde (Verdinnung: 1:10000).

M = GroRenmarker
1 =mikrosomale Proteinfraktion aus einem Rinderplazentom (8 pg; Trachtigkeitstag 150)
2  =mikrosomale Proteinfraktion aus einem Rinderplazentom (8 ug; Trachtigkeitstag 220)

3,4 =Homogenate aus Rinderplazentomen (36 pg bzw. 24 pg; Trachtigkeitstag 142)

5,6 = Homogenate aus Rinderplazentomen (42 pg bzw. 28 ug; Trachtigkeitstag 187)

7-9 = Homogenate aus menschlicher Geburtsplazenta (50 pg, 10 pg bzw. 5ug)

Das Experiment wurde von der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Bernhard Ugele, Klinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen, 1. Frauenklinik Innenstadt durchgefihrt und das

Ergebnis freundlicher Weise zur Verfligung gestellt.

Im Western Blot unter Verwendung von Serum eines Kaninchens, das gegen die humane pla-
zentare Steroidsulfatase immunisiert wurde (Dibbelt und Kuss 1986; Dibbelt et al. 1989),
zeigte sich sowohl in den Proben aus Rinderplazentomen als auch in der menschlichen Ge-
burtsplazenta eine einzige klare Bande bei ca. 62 kDa. Diese Bande fehlte, wenn im Kontroll-
experiment Pra-Immunserum als Negativkontrolle verwendet wurde (Ergebnis nicht darge-
stellt). Das Molekulargewicht der Bande entspricht dem anhand der Aminosauresequenz er-
rechneten Molekulargewicht der bovinen (64,4kDa) und humanen (65,5kDa) Steroidsulfatase.
Bezliglich der Proben aus Rinderplazentomen passt die intensivere Reaktion mit den mikro-
somalen Fraktionen im Vergleich zu den Gewebehomogenaten zu Ergebnissen aus Aktivi-
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tatsmessungen unter Verwendung von subzelluléren Fraktionen, nach denen die Steroidsulfa-

taseaktivitat primér in der Mikrosomenfraktion lokalisiert ist (Hoffmann et al, 2001a).

9.2 Verwendete Schmelztemperaturen der Primerpaare in der RT-PCR

Steroidsulfatase

Name Sequenz verwendete Schmelztem-

peratur

Stsl_for 5'-CGTCCTGCTGATGGCTGACG-3' 61,5°C

Stsl_rev 5'-TCGAAGAGAAGAGAGCCGTG-3'

Sts2_for 5'-ACGACAACCTCACGCAGAG-3' 59,5°C

Sts2_rev 5'-GGAAATCTCAAACAGCAGGG-3'

Sts_3 for 5'-TGGCACCCACCCAACAGCACG-3' 65,0°C

Sts_4 rev 5'-GTCGATATTGGGAGTCCTGAGT-3' 65,0°C

Sts_exp_for 5'-GACATGATGACCCTTCTGCTTC-3' 64,0°C

Sts_exp_mitStop_rev | 5'-GTAACGGCTAAGGGCTGTGTC-3'

Soat
Name Sequenz verwendete Schmelztem-
peraturen
bovSOATL1_for 5'-GCCACTCTGCCTTTATCTCTAC-3' 60,3°C
bovSOAT1 rev 5'-CTTCTTGACAACTGGGCTTCTC-3'
bovSOAT2_for 5'-GAACCTGGACCTCGTATTCACAG-3' 65,0°C
bovSOAT2 rev 5'-AGAGTGGCTTCTTCATTCACCTC-3'
bovSOATS3_for 5'-TTGTGATGCTGCCTTATGGAG-3' 65,0°C
bovSOAT3_rev 5'-CATTGTGGAACAGGTTGTCATAC-3'
bovSOAT4 for 5'-GGCTTTCTCCTGGCACTTCTTACC-3' 66,0°C
bovSOAT4_rev 5'-GGTGTAGTCAAACCAACAAGCC-3'
bovSOAT5_for 5'-CAGGGGGAACTGTCTCAAAC-3' 60,0°C
bovSOAT5_rev 5'-AGGCACACAAGGGTGATTC-3'
bovSOAT6_for 5'-CAGAGACCCTGAAAATAGGAC-3' 62,0°C
bovSOAT6_rev 5'-AGGACTTAGAGTGGCTTCTTC-3'
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Soat_anfg_for 5'-GGAGATAAGGAGATGAGAGCAA-3' 64,0°C
Soat_MS_rev 5'-ACAAGCCCCTACTTGGCACG-3'
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