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1 Einleitung und Literaturtbersicht

1.1 Grundlagen der Plazentation beim Fleischfresser

Hund und Katze besitzen laut der Einteilung der Plazenta-Typen nach Strahl (1906), also
einer Eintellung der Plazenten nach ihrem Verhalten unter der Geburt, eine deziduate
Plazenta. Bei der deziduaten Plazenta kommt es zu einer sehr innigen Verbindung zwischen
Chorion und Endometrium, mit teilweisem Gewebeabbau, und bei der Geburt werden die
verdnderten Teile der Uterusschleimhaut als Dezidua (hinfdlige Haut, lat. deciduus:
abfallend) abgestolRen. Dabei entstehen Wundflachen und Blutungen, die Regeneration der
Gebarmutterschleimhaut erfolgt im Puerperium (Schnorr 1996). Von der tiefen Driisenschicht
ausgehend entsteht das Endometrium neu und wird vom unversehrten Epithel der
Paraplazentarzone tiberwachsen (Risse und Sinowatz 1991).

Histologisch gesehen besitzen Hund und Katze eine Placenta endotheliochorialis. Die
Einteilung der Plazenten nach Grosser (1927) erfolgt hier nach den trennenden Schichten
zwischen mitterlichem und fetalem Blutkreislauf. Die Bezeichnung richtet sich nach dem
Gewebe, mit welchem das Chorion in Kontakt steht. Laut Definition dringen die
Chorionzotten nach Abbau des Uterusepithels so weit vor, dass sich das Chorion bel der
endotheliochorialen Plazenta direkt an das Endothel der mitterlichen Gefal3e anlegt (Grosser
1927). Bis auf die Kapillaren werden also bei der endotheliochorialen Plazenta alle Schichten
des Endometriums abgebaut (Risse und Sinowatz 1991).

Die endotheliochoriale Verbindung entsteht durch Eindringen des Synzytiotrophoblasten in
das zelluldre Endometrium (Barrau et al. 1975). Hierbei dringen die Chorionzotten in die
Uterusschleimhaut ein und zerstéren das Uterusepithel und den oberflachlichen Teil des
Endometriums bis zu den Endothelien der Blutgefél3e. Bel den meisten Fleischfressern erfolgt
die Ausbildung der Zotten im mittleren Bereich des Chorions (Bjorkman 1970; Mossmann
1987) und fuhrt zum Aufbau einer Gurtel plazenta, der Placenta zonaria (Leiser und Kaufmann
1994). Diese nimmt in der Mitte der Tréchtigkeit etwa 1/4 der Fruchtblase ein, gegen Ende
der Tréchtigkeit 1/5 (Schnorr 1996). In diesem Bereich ist die materno-embryonale
Verbindung am intensivsten (Leiser 1982). Der Typ der feto-maternalen Interdigitation
beziehungsweise der inneren plazentaren Struktur von Hund und Katze wird als lamellér oder
komplex gefaltet bezeichnet (Dantzer et al. 1988; Bjorkman et al. 1989; Leiser und Kaufmann



1994). Bei Hund und Katze umschliefdt der Plazentagurtel die Frucht ganz, bei den Musteliden
beispielsweise tut er dies nur unvollstandig (Risse und Sinowatz 1991).

Des Weiteren handelt es sich um eine temporéare choriovitelline Plazenta (Amoroso 1952,
Mossmann 1987; Leiser und Koob 1993), bei der das Chorion Uber Dottersackgefal3e mit der
fetalen Zirkulation verbunden ist (Leiser und Kaufmann 1994). Sie bleibt die gesamte
Tréchtigkeit Uber bestehen und macht circa 10 % der Plazentaoberfléche aus (Leiser und
Kaufmann 1994).

Die eindringenden zungen- oder lanzettférmigen Chorionzotten wandeln sich bel der Katze
zwischen Tag 15-20 und beim Hund zwischen Tag 17-24 zu Chorionlamellen um, die bis an
die Drisenkammern heranwachsen. Sie bilden vielfach verzweigte Falten aus und zwischen
den Chorionlamellen wird ein zusammenhangendes endometriales Lamellensystem, das
sogenannte Plazentarlabyrinth, gebildet (Janssen 1933; Leiser und Koob 1993), in welchem
die Uterusschleimhaut bis auf das Endothel der GeféRe abgebaut wird. Die fetden
Chorionlamellen bestehen aus dem Trophoblasten, dem fetalen Bindegewebe und den
dinnwandigen fetaen Kapillaren (Wynn und Corbett 1969), das endometriale
Lamellensystem besteht aus den dickwandigeren maternalen Geféendothelien und den an
gpadterer Stelle beschriebenen Deziduazellen (Amoroso 1952; Leiser und Koob 1993).
Waéhrend bel der Katze die Haupt- und Nebenblétter der Chorionlamellen die gleiche Dicke
aufweisen, sind beim Hund die verzweigten Hauptbl atter weniger gestreckt und besitzen mehr
und kirzere Nebenblétter (Kehrer 1973). Das Labyrinth der Hundeplazentaist verzweigter als
das der Katze und das reife Plazentarlabyrinth der Katze ist durch untypisch gerade und
parallel verlaufende Trophoblastlamellen gekennzeichnet (Mossmann 1987; Risse und
Sinowatz 1991). Janssen (1933) geht davon aus, dass die Zottenspitzen mit ihren
hochprismatischen Ektodermzellen fermentativ wirken und der Verdauung dienen, wahrend
die Zottenseiten mit ihren niedrigeren Chorionektodermzellen der Atmung dienen.

Bei der Katze beginnt die Invasion des Trophoblasten in das Endometrium zwischen dem 13.
und 14. Tag post coitum (p.c.) (Denker et al. 1978), bei der Hindin am 13. Tag p.c. (Barrau et
a. 1975). Leiser (1979) préazisierte den Implantationsbeginn bei der Katze auf die 2. Halfte
des 13. Tages nach erstmals erfolgtem Coitus. Die Implantation besteht aus drei nicht deutlich
voneinander trennbaren Phasen: der Apposition, der Adhésion und der Intrusion. In der
vorausgehenden Vorkontaktphase werden wéahrend des frihen 13. Tages p.c. erstmals
Implantationskammern als Schwellungen auf3en am Uterushorn sichtbar. In dieser Phase ist
der Trophoblast einschichtig und kubisch. Die Anheftung des Keimes erfolgt zwischen dem
sich unmittelbar auf3erhalb des Embryonalschildes befindenden Trophoblasten und dem



antimesometrialen Endometrium und breitet sich dann entsprechend der kinftigen Plazenta
gurtelformig bis zum abembryonalen Teil der Blastozyste beziehungsweise bis ins
mesometriale Endometriumsgebiet aus. In der Appositionsphase bilden sich Mitte des 13.
Tages erstmals punktuelle Appositionsstellen zwischen Trophoblast und Uterusepithel aus,
was den Beginn der Implantation histologisch kennzeichnet. Die Blastozyste kann zu diesem
Zeitpunkt noch ohne Beschadigungen vom Endometrium gelost werden, was das typische
Kennzeichen der Appositionsphase ist (Leiser 1981). Der Trophoblast ist hun einschichtig
und hochprismatisch. An den Interzellular-Kontaktstellen zwischen Trophoblast und
Uterusepithel bilden sich die Mikrovilli an beiden Epithelien weitgehend zuriick. In der
Adhasionsphase ragen in Vielzahl vorkommende Trophoblastabschnitte knopfartig ins
Uterusepithel vor. So entsteht eine embryo-maternale Verbindung, welche nicht mehr ohne
Schédigung des Trophoblasten und der Endometriumsoberflache gel6st werden kann. Des
Weiteren wird die Kontaktflache der beiden Epithelien durch unregelméaldig interdigitierende
Mikrovilli vergroRert und durch Verbindungskomplexe (junctional complexes) wird die
Adhasion weiter verstérkt (Leiser 1979). Als Folge einer weiter verfestigten Verbindung
zwischen Trophoblast und Endometrium verschwindet in der Intrusionsphase das
Uteruslumen vollsténdig. Im Bereich der Drisenmindungen ist der helle Zytotrophoblast
mehrschichtig kubisch und besonders mitoseaktiv, hier beginnt die Chorionzottenbildung.
Zum Uterus hin hat sich aus dem Zytotrophoblasten eine synzytiale Schicht ausgebildet, der
im Vergleich zum hellen Zytotrophoblasten dunkle Synzytiotrophoblast (Barrau et a. 1975;
Leiser 1979). Der eindringende Trophoblast phagozytiert das zerstérte maternale Gewebe und
wéchst bis ans Kapillarbett vor, welches er umrundet, um eine enge Verbindung mit den
mutterlichen Gefél3en einzugehen (Barrau et al. 1975). Zwischen dem Synzytiotrophoblasten
und dem uterinen Gefél3endothel bleibt nur ein unregelméaliger Streifen mutterlichen
Interstitiums Ubrig, die sogenannte interstitielle Matrix, und nur an einigen Stellen kommen
Trophoblastenvorspriinge in direkte Berihrung mit dem Gefél3endothel (Leiser 1979; Leiser
1982). Damit wird der klassische endotheliochoriale Plazentationsstatus der Katze mit dem
Ende der Implantation am 14. Tag p.c. erstmals erreicht (Leiser 1979). Die maternale
Basallamina (interstitielle Matrix) des Hundes ist dicker a's die der Katze (Wynn und Corbett
1969). Die Plazentarschranke von Hund und Katze besteht also aus drei zelluldren Schichten:
dem Endothel der maternalen Kapillaren, dem zelluldren und synzytialen Trophoblasten und
dem fetden Gefalendothel sowie aus zwel Lagen nicht zelluldrer Substanz: der
Basalmembran (oder interstitiellen Matrix) zwischen dem maternalen Endothel und dem



synzytialen Trophoblasten und der Basalmembran zwischen dem Trophoblast und dem
fetalen Endothel (Amoroso 1952; Wynn und Corbett 1969; Risse und Sinowatz 1991).

Aus den durch Zerstérung durch die eindringenden Chorionzotten zerfallenen maternalen
Epithel- und Bindegewebszellen entstent das als Histiotrophe dienende Symplasma
maternum. Durch den Gewebeabbau kommt es zu einem sehr engen Kontakt zwischen
mutterlichen Kapillaren und Chorionepithel und somit zu einer zunehmenden Versorgung des
Fetus Uber Hamotrophe, wobei die maternalen Kapillaren direkt vom Trophoblasten umgeben
sind (Wynn und Corbett 1969). Der Trophoblast besitzt hier eine deutlich resorptive Aktivitét
(Leiser 1979).

Zwischen dem Plazentarlabyrinth und dem Endometrium befindet sich die Schicht der
Driusenkammern (Grether et al. 1998). Die Chorionlamellen, die als Haupt- und Nebenbl&tter
angeordnet sind, stehen ab dem 25. Tag p.c. in engem Kontakt zu den Drisenkammern
(Kehrer 1973) und reichen vom Labyrinth bis in das Lumen der Driisen (Grether et a. 1998).
Die Drusenkammern, auch ,spongy zone" genannt, entstehen wahrend der Implantation des
Embryos aus den oberfléchlichen endometrialen Drisen (Grether et al. 1998). Unterhalb der
Driusenkammern liegen die Drisendeckschicht und darunter die tiefe Drisenschicht. Bel der
Katze entstehen die Drisenkammern im Gegensatz zum Hund nur andeutungsweise (Risse
und Sinowatz 1991), wahrend sie beim Hund extrem erweitert sind und laut Kehrer (1973)
ebenso viel Platz wie das Chorion einnehmen. Beim Hund erreichen die Drisenkammern um
den 40. Tag p.c. ihre volle GrélRe. Sie sind bis dahin mit einem kubischen Epithel
ausgekleidet, das nur wenige Mikrovilli tragt. Mit fortschreitender Tréchtigkeit (ab dem
zweiten Drittel) entwickelt es sich zu einem hochprismatischen Epithel mit langen apikalen
Zéellprotrusionen (Grether et al. 1998).

Das Chorionepithel besteht aus zwel Zellpopulationen, dem aulderen Synzytiotrophoblasten
und dem inneren Zytotrophoblasten (Amoroso 1952; Sandoval et a. 2001). Der
Synzytiotrophoblast differenziert sich aus dem Zytotrophoblasten ab dem 14. Tag p.c., wobei
eine Verbindung zwischen den zwel Trophoblasttypen durch lockere Berthrung der
Mikrovilli  und durch einzelne Desmosomen gegeben ist (Leiser 1979). Der
Synzytiotrophoblast stellt die invasive Form des Trophoblasten dar, welcher das uterine
Gewebe erodiert (Leiser und Enders 1980a; Sandoval et al. 2001). Der Synzytiotrophoblast
der Vebindungszone zur Paraplazenta (s.u.) ist as invasivere Form des
Synzytiotrophoblasten anzusehen as der des Implantationsgirtels, denn hier erodiert er das
uterine Gewebe einschliefdlich der interstitiellen Matrix und des maternalen Endothels und
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fuhrt zum Zusammenbruch der maternden Gefél3e, wadhrend er im Bereich des
Implantationsglrtels zwar bis an das maternale Gefél3endothel heranwéachst, dieses aber nicht
zerstort (Leiser und Enders 1980a; Leiser 1982). Maternale Gefalde und Deziduazellen sind in
der endotheliochorialen Plazenta also ausschliefdich mit dem Synzytiotrophoblasten in
direktem Kontakt (Barrau et al. 1975).

Leiser (1982) teilte den Trophoblasten auch nach dem Stand der Implantation ein. Wahrend
der Preimplantation entwickelt sich ein morphologisch primitiver Trophoblast, welcher von
der Zona Pellucida umhullt ist. Er besteht aus einem einfachen, mitotisch sehr aktiven
Plattenepithel. In der Vorkontaktphase entsteht der Vorkontakt-Trophoblast, welcher durch
ein einfaches kubisches Epithel gekennzeichnet ist und sich gurtelférmig zu den
abembryonalen Polen der Blastozyste ausbreitet. Wahrend der Implantation nahert sich der
nun hochprismatische appositive Trophoblast dem antimesometrialen Endometrium, knipft
mit diesem erste Kontaktpunkte und zeigt Mikropinozytose-Aktivitét. In der Adhasionsphase
entwickelt sich der adhasive Trophaoblast, welcher die appositiven Kontaktpunkte zu grof3eren
Regionen erweitert, und durch Mikrovilli und Verbindungskomplexe entsteht eine embryo-
maternale Verzahnung zwischen dem Epithel des Trophoblasten und dem Uterusepithel. Der
Trophoblast ist nun mehrschichtig und zeigt Phagozytose-Aktivitét. In der Intrusionsphase
differenziert sich aus dem mehrschichtigen, kubischen Zytotrophoblasten zur uterinen Seite
hin der Synzytiotrophoblast. Diese beiden Trophoblasttypen, als intrusiver Trophoblast
zusammengefasst, verstarken die embryomaternale Verbindung durch lange, zum
Endometrium wachsende Fortsétze (Leiser 1982).

Gegen Ende der Trachtigkeit kommt es zu einer Reduzierung des Zytotrophoblasten
(Amoroso 1952; Anderson 1969; Wynn und Corbett 1969; Boomsma et al. 1991; Leiser und
Koob 1993; Boomsma et al. 1997), die in der Plazenta des Hundes stérker ausgepragt ist als
bel der der Katze (Wynn und Corbett 1969).

Bei Hund und Katze kommen im mutterlichen Gewebe des Plazentarlabyrinths aulRerdem
grolle, helle Deziduazellen vor. Dabei handelt es sich um persistierende, zu
auldergewohnlicher Grofe transformierte endometriale Stromazellen (Amoroso 1952; Leiser
und Kaufmann 1994), die sich zwischen den miutterlichen Kapillaren der plazentaren
Lamellen (und dem Synzytiotrophoblasten) befinden (Anderson 1969; Leiser und Koob 1993;
Leiser und Kaufmann 1994) und auch Riesenzellen genannt werden (Mossmann 1987).
Anderson (1969) hat das Vorkommen der maternalen Deziduazellen auch bei der HUndin
erstmals beschrieben. Er berichtet, dass die Deziduazellen in den meisten Fallen nur durch die
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interstitielle Membran vom maternalen Endothel getrennt sind. Er vermutet eine Funktion
dieser Zellen in der Limitierung der Trophoblasteninvasion oder der Bereitstellung von
Nahrung fur den invadierenden Trophoblasten. Im Gegensatz zu der Katze, wo Deziduazellen
in grofen Mengen auftreten (Risse und Sinowatz 1991), sind sie in der Hundeplazenta nur
sparlich vertreten (Barrau et a. 1975).

Seitlich der Gurtelplazenta liegt die Paraplazenta, welche aus der Extravasatzone sowie der
Kontakt- oder Freipolarzone besteht. Die Extravasatzone entstent durch Zerstérung
mutterlicher Geféle und dadurch hervorgerufenen Blutungen direkt am Rand der
Gurtelplazenta, welche das Chorion vom Uterusepithel abheben und in Uteruskrypten und
Driusentubuli eindringen. Aufgrund der Lage der Extravasate bezeichnet man diese als
Randhdmatome. In diesen phagozytieren Zytotrophoblastzellen maternale Erythrozyten
(Wynn und Corbett 1969; Barrau et a. 1975; Leiser und Enders 1980b; Maassine 1982;
Mossmann 1987). Die Phagozytose der Erythrozyten geschieht durch Pseudopod-dhnliche
Zéellfortsétze, welche die Erythrozyten und Erythrozytenfragmente stufenweise einhiillen und
inkorporieren (Leiser und Enders 1980b). Aus dem Hamoglobin entstehen dabei
Eisenverbindungen, welche beim Hund den ,,grinen Saum® (Grosser 1909) und bei der Katze
den ,braunen Rand“ der Plazenta verursachen. Die Hamatome der Katze beinhalten sehr
wenig freies Blut, aber die auskleidenden Zytotrophoblastzellen sind mit phagozytierten
mUtterlichen Erythrozyten schwer beladen (Mossmann 1987). Die Farbunterschiede deuten
auf unterschiedlich alte Hamatome. Bei den rétlich braunen Hamatomen der Katze handelt es
sich um frische Hamatome, die durch kontinuierliche Erythophagozytose und Extravasation
der mutterlichen Geféf3e erhalten werden. Im Gegensatz dazu sind die dunkelgriinen,
massigen Hamatome der Caniden vergleichsweise dlter (Mossmann 1987). Die paraplazentare
Erythrophagozytose dient als Hauptquelle fur die Eisenversorgung des Fetus (Malassine
1982; Risse und Sinowatz 1991).

Entlang der Extravasatzone befinden sich sogenannte Verbindungszonen (paraplacental
junctional areas) (Leiser und Enders 19804). In diesen zeigt der kubische Zytotrophoblast eine
hohe Mitoserate und scheint sowohl die Fahigkeit zur Digestion a's auch zur Transformation
Zu besitzen; der Synzytiotrophoblast ist in diesem Bereich auch zur Erythrophagozytose
befahigt (Leiser und Enders 1980a). Uber den fetomaternalen Kontakt der Verbindungszonen
wird mdglicherweise die Ausdehnung der Hamatome tber eine Kontrolle der Hohlraumgrofe,
in welche extravasiertes Blut flief3en kann, reguliert (Leiser und Enders 1980a). Weiterhin
wird durch die Aggressivitét des Synzytiotrophoblasten der Zusammenbruch der maternalen
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Gefélie beeinflusst, welcher in der Extravasation von maternalem Blut resultiert (Leiser und
Enders 1980a; Leiser 1982). Die Verbindungszone der Paraplazenta degeneriert nach einer
Phase der Aktivitdt gegen Mitte/Ende der Trachtigkeit (Janssen 1933; Leiser und Enders
1980a; Leiser 1982), und die entstehende histolytische Embryotrophe wird von den
benachbarten proliferativen, kubischen Trophoblastzellen phagozytiert (Leiser und Enders
19804).

Die Kontakt- oder Freipolarzone stellt den Ubergang zu dem kontaktfreien interplazentaren
Bereich der Polkappen der Fruchtblase dar, die von Janssen (1933) und Bjorkman (1957)
auch as Initialzone bezeichnet wurde. Hier sezerniert das Endometrium glandulére Sekrete,
die als Histiotrophe vom Chorion resorbiert werden. Die Freipolarzone ist frel von
Chorionzotten und der dem Uterusepithel anliegende Zytotrophoblast ist einschichtig, besteht
aus kubischen Zellen (Janssen 1933; Bjorkman 1957; Leiser und Enders 1980b), ist zur
Phagozytose der Histiotrophe fahig (Leiser und Enders 1980b) und bleibt proliferativ (Risse
und Sinowatz 1991).

Zwischen den Implantationskammern befindet sich die Interplazenta, in der das Endometrium
wahrend der Plazentation im préimplantativen Zustand erhalten bleibt. Der Zytotrophoblast
der interplazentaren Polarzone bleibt proliferativ, besteht aus flachen bis hochprismatischen
Zellen und weist nur geringe pinozytotische Aktivitdt auf (Leiser und Enders 1980a). In der
interplazentaren Polarzone sind die Blutgefal3e weniger zahlreich alsin der Freipolarzone und
der Extravasatzone (Leiser und Enders 19804).

Blutversorgung der Plazenta

Das Gefal3system der Plazenta ist essentiell fir den in der Plazenta stattfindenden maternal-
fetalen Stoffaustausch (Leiser et al. 1989). Dieser Austausch von Nahrstoffen und
Stoffwechselabbauprodukten zwischen maternalem und fetalem Blut durch die plazentare
Barriere hindurch stellt das fetale Wachstum sicher (Cavaille et a. 1995). Eine Adaptation des
uterinen Gefal3systems wahrend der Graviditét erfolgt in allen Saugetieren und ist notwendig,
um einen Anstieg des Blutflusses zu gewéhrleisten (Clausen et a. 2003). Die fundamentalen
Entwicklungsschritte, die fur eine erfolgreiche Plazentation notwendig sind, sind erstens die
Trophoblasteninvasion, zweitens die Vaskularisation des Trophoblasten, um ein feto-
plazentares Geféldsystem zu bilden und aufrechtzuerhalten und drittens eine folgende
maternale Gefalremodellierung, um einen utero-plazentaren Blutkreislauf zu etablieren
(Wulff et al. 2003).
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Die Gurtelplazenta besteht aus benachbarten zweidimensionalen maternalen oder septalen
Kapillarnetzwerken einerseits und fetalen oder chorialen Kapillarnetzwerken andererseits,
welche durch gefaltete, mit Trophoblast ausgekleidete Lamellen voneinander getrennt sind
(Dantzer et al. 1988). Jeder Bereich der Gurtelplazenta wird von der maternalen Seite der
Plazenta aus von einer zentral lokaliserten Stammarterie versorgt, welche viele
Gefél3verzweigungen aufweist, die tellweise wiederum Anastomosen mit anderen Gebieten
eingehen. Diese Stammarterie durchzient die Schichten des Myometriums und des
Plazentarlabyrinths, verzweigt sich dabei vielfach und formt ein trichterformiges Gefél3system
auf der fetalen Seite des Labyrinths. Von diesem System ausgehende Arteriolen dringen in
das Kapillarnetzwerk der Septen des Labyrinths ein, welches parallel zu den Chorionlamellen
verlauft. Dieses maternale Kapillarnetzwerk ist in feto-maternaler Richtung orientiert. An der
maternalseitig gelegenen Basis der Septen laufen Venolen aus den Lamellen zu Stammvenen
zusammen. Diese Venen verknipfen das Labyrinth und die tiefen endometrialen Schichten
mit einem Venenplexus im Myometrium, welcher sich schliefdlich dem oberflachlichen
Netzwerk der Uterusvenen anschliefdt (Leiser und Kohler 1983). Beim Hund sind die
mutterlichen GeféRe zwischen den Chorionbléttern grof3er als bel der Katze: beim Hund
betragen sie im Durchschnitt 20-45 um, bei der Katze maximal 25 um (Kehrer 1973).

Von der fetalen Seite aus verlaufen die Verastelungen der zwei Nabelarterien und der
Nabelvene parallel zum Plazentargirtel und versorgen das fetale Kapillarnetzwerk an
verschiedenen Lokalisationen entlang der Chorionlamellen (Dantzer et al. 1988; Leiser und
Koob 1992). Die Anzahl der fetalen Kapillaren nimmt im Verlauf der Trachtigkeit zu
(Boomsma et al. 1991). Der Blutfluss des fetalen Kapillarnetzwerks verl&uft rechtwinklig zum
maternalen Gefal3netzwerk, dies bezeichnet man als einfaches Querstrom-System (Dantzer et
al. 1988; Leiser und Koob 1992; Leiser und Kaufmann 1994).

Die Gefdl?e im Bereich der Ampulle oder der Gurtelzone der Plazenta sind relativ grof3,
wohingegen die Gefdl3e der Paraplazenta und Interplazenta vergleichsméfdig klein und
weniger zahlreich sind (Leiser und Kohler 1983). In der Verbindungszone sammeln Venolen
auch das Blut des septalen Kapillarennetzwerks.

Diese vaskuléren Verbindungen von sowohl arterieller as auch vendser Seite des Labyrinths
sichern die Blutversorgung fur den wichtigen maternal-fetalen Austausch von Substanzen in
dieser Zone (Leiser und Kohler 1983). Allen Plazentatypen ist gemein, dass sich in den spéten
Stadien der Gestation die physikalische Distanz zwischen maternalem und fetalem Blutstrom
durch sogenannte ,,intragpitheliale” Kapillaren an den dinnsten Stellen auf 2um (Bjérkman et
al. 1989) verringert.
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1.2 Das Zytoskelett

Die Fahigkeit von Eukaryontenzellen, verschiedene Formen anzunehmen und koordinierte
und gerichtete Bewegungen auszufihren, basiert auf dem Zytoskelett. Das Zytoskelett ist in
dem gesamten Zytoplasma verteilt, aus Proteinfilamenten aufgebaut und besitzt eine
dynamische Struktur (Alberts et a. 2004).

Man unterscheidet im wesentlichen drel Typen von Proteinstrukturen, die in ihrer Gesamtheit
das Zytoskelett der Zelle formen. Dabei handelt es sich zum Einen um Aktinfilamente
(Mikrofilamente), zum Zweiten um Intermediarfilamente und zum Dritten um Mikrotubuli.
Zusammen machen diese drei filamenttsen Netzwerke die wesentlichen Eigenschaften des
hoheren eukaryotischen Zytoskeletts aus (Fuchs und Weber 1994). Zusétzlich zu den oben
genannten Strukturproteinen tritt eine Vielzahl von Proteinen auf, welche diese untereinander
verflechten oder die mit dem Plasmalemm in direktem Kontakt stehen oder die in
Wechsel beziehung zueinander reagieren (Liebich 1999).

Die Aktinfilamente (Mikrofilamente) haben einen Durchmesser von 7-9 nm, die
Intermedi&rfilamente haben einen Durchmesser von 10 nm und die Mikrotubuli haben einen
Durchmesser von 24 nm. Die Fasern des Zytoskeletts werden von Polymeren gebildet, die
wiederum aus kleineren Proteinuntereinheiten bestehen, welche durch nichtkovalente
Bindungen zusammengehalten werden (Lodish et a. 2001a). Das Verhdltnis der einzelnen
Zytoskel ettproteine zueinander ist nicht genau festgelegt und der flexible Aufbau erlaubt einer
Zéelle, verschiedene Formen anzunehmen und sich zudem noch leicht zu verandern (Lodish et
al. 2001a).

Die Funktionen des Zytoskeletts beinhalten die Gestaltgebung, die Fahigkeit gerichtete und
koordinierte Bewegungsvorgange auszuftihren, Organellen innerhalb der Zelle zu
transportieren und Signale zu Ubertragen (Lodish et al. 2001a; Alberts et al. 2004).

1.2.1 Mikrofilamente

Die Mikrofilamente bestehen aus Aktinuntereinheiten und spielen eine Rolle bel den
Bewegungsablaufen, wie zum Beispiel der Zellwanderung und dem Transport durch das
Zytosol. Alle eukaryotischen Zellen enthalten grof3e Mengen an Aktin, es ist das haufigste
Protein in einer eukaryotischen Zelle. In Muskelzellen bestehen circa 10 % aller Proteine aus
Aktin, in anderen Zellen macht Aktin circa 1-5 % des gesamten zelluléren Proteins aus. Zum

Aktinzytoskelett ist zu sagen, dass die Lange der einzelnen Filamente Uber einen grof3en
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Bereich variiert und dass die einzelnen Filamente zu unfertigen Bundeln und Netzwerken
verknipft sind. Aktin ist ein mittelgrof3es Protein aus etwa 375 Aminosauren und wird von
einer Familie hochkonservierter Gene kodiert. Bel den Wirbeltieren unterscheidet man vier
Isoformen von a-Aktin in den verschiedenen Muskeltypen sowie zwei weitere Isoformen in
Nichtmuskelzellen: - und y-Aktin. Obwohl sich die Isoformen nur geringfigig
unterscheiden, Ubernehmen sie dennoch ganz spezifische Funktionen: so ist a-Aktin
Bestandteil von kontraktilen Strukturen, wahrend B-Aktin an der Polymerisation der
Aktinfilamente am Vorderende wandernder Zellen betelligt ist. Man unterscheidet G-Aktin,
ein globuléres Monomer und F-Aktin, welches filamentts ist und aus einer Kette von
G-Aktinuntereinheiten besteht. Bei der Polymerisation von G-Aktin zu F-Aktin wird ATP
hydrolysiert. Die einzelnen G-Aktinuntereinheiten sind in einer eng gewundenen Helix
angeordnet. F-Aktin weist strukturelle und funktionelle Polaritét auf, alle Untereinheiten in
einem Aktinfilament besitzen die gleiche Polaritdt, dass heisst sie sind in der gleichen
Faserrichtung angeordnet (Lodish et al. 2001a).

Die Aufgabe des Aktinzytoskeletts in der Zelle besteht darin, die Plasmamembran durch eine
Art Rahmen zu versteifen und daher die Zelgestalt festzulegen. Auflerdem bildet die
reversible Zusammenlagerung von Aktin die Grundlage fur viele Zellbewegungen (Lodish et
al. 2001a). Die zwel Haften eines Aktinmonomers werden von ATP zusammengehalten, die
Verknipfung der einzelnen Aktinfilamente zu Bundeln und Netzen erfolgt durch
guervernetzende Proteine wie zum Beispiel Dystrophin in Muskelzellen oder Fimbrin und
Fascin in Mikrovilli (Lodish et al. 2001a).

Die Mikrofilamente sind also eine von drei Faserarten, die das Zytoskelett bilden und sie
bestehen aus einem Aktinpolymer und daran gebundenen Proteinen (Lodish et al. 2001a).
Dabei bildet Aktin sowohl stabile Strukturen wie den kontraktilen Apparat in der Muskel zelle
oder den Kern der Mikrovilli as auch veranderliche Strukturen aus, die an der Zellbewegung
Beteiligung finden. Die erforderliche Energie wird durch die Hydrolyse von ATP gewonnen
(Alberts et a. 2004). Durch die dynamische Natur des Aktinzytoskeletts ist die Gestalt der
Zelle nicht starr, sondern unterliegt standigen Veranderungen (Lodish et al. 2001a). Das
Aktinzytoskelett ist weiterhin ein unverzichtbarer Teil der Signal-Ubertragungskaskaden von
Zellen, weil sich sein dynamisches Geflecht aus Aktinfilamenten in der Zellrinde beim
Eintreffen von Signalen aus der Zellumgebung auf die Plasmamembran schnell umformen
kann (Alberts et a. 2004).
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1.2.2 Intermediarfilamente

Intermediarfilamente sind Polypeptidketten, ihr Name kommt daher, dass sie mit einem
Durchmesser von circa 10 nm zwischen den Aktinfilamenten und den Mikrotubuli
einzuordnen sind (Fuchs und Weber 1994; Liebich 1999). Intermediéarfilamente werden durch
Keratine, Vimentin und Lamin représentiert und weisen seilartige Struktur auf. Sie sind
relativ widerstandsféhig und verleihen Zellen und Geweben ihre mechanische Stabilitét
(Alberts et al. 2004).

Aufgrund ihrer Struktur und ihrer Aufgabe unterscheiden sich Intermediérfilamente von
anderen Zytoskelettfasern. Sie sind eng mit der Plasmamembran assoziiert, darum ist
anzunehmen, dass sie eine rein strukturelle Aufgabe Ubernehmen. Diese liegt in der
Verstarkung der einzelnen Zellen und deren Verbindung zu Gewebeverbanden. Die wichtigste
Funktion der Intermediarfilamente ist die Verstérkung der Plasmamembran an Stellen, wo
Kontakte zu anderen Zellen oder zur extrazelluldren Matrix bestehen. Sie weisen eine
auf3erordentliche Stabilitat auf und bestehen aus a-helikalen stabformigen Untereinheiten, die
sich zu seilartigen Filamenten zusammenlagern. Alle Intermediarfilament-Proteine haben
einen zentralen a-helikalen Abschnitt, der von globuldren N- und C-terminalen Domanen
flankiert wird; das Molekulargewicht und die Sequenz der N- und C-terminalen Doméanen
sind fur jedes Intermediarfilament-Protein spezifisch. Die zentrale Doméane besteht aus vier
langen a-Helices, die durch drel nichthelikale Regionen voneinander getrennt sind. Ein
Intermediarfilament besteht aus vier Protofibrillen, dieses aus zwei Protofilamenten, dieses
wiederum aus Tetrameren und die Tetramere bestehen aus zwei Dimeren, die durch die o-
helikalen Segmente gebildet werden (Lodish et a. 2001b). Im Gegensatz zu den
Mikrofilamenten spielen sie keine Rolle bel Bewegungsablaufen. Man unterteilt die
Intermediarfilamente nach ihren Sequenzen in sechs Gruppen, von denen die Lamine in alen
Zellen, die Ubrigen Intermediarfilament-Proteine jedoch nur in ganz bestimmten Geweben
exprimiert werden (Lodish et al. 2001b). Die Einteilung der Intermediarfilamente in ihre
Gruppen (Fuchs und Weber 1994; Lodish et al. 2001b):

Typ I: Saure Keratine

Typ Il: Basische Keratine

Typ II: Vimentin- und Desminfilamente sowie fibrilléres saures Gliaprotein und Peripherin
Typ IV: Neurofilamente und Internexin

Typ IV (untypisch): Filensin und Phakinin

Typ V: Lamine
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Zytokeratine bestehen aus keratinartigen Proteinen und stellen die vielféltigste Gruppe der
Intermediarfilamente dar. Sie sind typisch fur epitheliale Zellen (Sun et al. 1979; Khong et al.
1986; Konoplev et al. 2004), und es hat sich herausgestellt, dass sie essentiell fur die
Aufrechterhaltung der mechanischen Eigenschaften der epithelialen Gewebe sind (Chou et al.
1997). Keratine setzen sich aus verschiedenen Kombinationen von Polypeptiden zusammen,
die einen isoel ektrischen pH-Wert zwischen funf und acht besitzen und ein Molekulargewicht
von 40 bis 68 kDa haben (Moll et al. 1982). Es gibt circa 20 Zytokeratine, normalerweise
befinden sie sich in Epithelgeweben, mit denen die Korperhohlen ausgekleidet sind. Anhand
der Aminosduren-Sequenz kdonnen zwei Typen von Keratinen unterschieden werden: die
sauren Keratine des Typs | und die basischen Keratine des Typs Il. Dabel exprimiert jedes
Epithelgewebe eine charakteristische Kombination von Keratinen der Typen | und Il (Lodish
et al. 2001b). Meist kommen mehrere verschiedene Zytokeratine gleichzeitig in einer Zelle
vor und weisen dabel eln fir jedes Epithel spezifisches Auspragungsmuster auf (Moll et a.
1982; Lodish et a. 2001b).

Die Zytokeratine werden bei Untersuchungen von Plazentastrukturen bei Tieren zur Detektion

des Trophobl astenepithel s sowie des Uterusepithel s verwendet.

Vimentin gehort zum Typ [l der Intermedi&rfilament-Proteine und ist von alen
Intermediarfilament-Proteinen am weitesten verbreitet. Es befindet sich typischerweise in
mesenchymalen Zellen, in den Endothelzellen der Blutgefale, in Leukozyten und in einigen
Epithelzellen. Die Vimentinfilamente stellen eine Stitzfunktion fir die Plasmamembran und
andere zelluldre Membranen dar (Lodish et al. 2001b).

In der Zelle verhalten sich die Intermediérfilamente als dynamische Polymere, aber trotz ihrer
dynamischen Eigenschaften sind sie erheblich stabiler als Mikrotubuli und Mikrofilamente
(Lodish et a. 2001b). Einige Funktionen der Intermediarfilamente werden sowohl durch ihre
mechanischen wie auch durch ihre dynamischen Eigenschaften vermittelt (Chou et al. 1997).
Intermediarfilamentassoziierte Proteine (IFAPs) vermitteln Wechselwirkungen zwischen
einzelnen Intermediarfilamenten und verkniipfen diese zu Buindeln oder Netzwerken, welche
die Struktur der Zellen stabilisieren, oder binden die Intermedi&rfilamente an andere
Zellstrukturen wie zum Beispie die Zellmembran, und sind daher essentiell fur die
Aufrechterhaltung der Integritét des Intermediarfilament-Netzwerkes (Fuchs und Weber
1994; Chou et a. 1997; Lodish et a. 2001b).
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Aktin, Vimentin und Zytokeratin bei verschiedenen Plazentatypen

Die Identifikation der verschiedenen Gewebe innerhalb der Plazenta kann durch Analyse der
Expression der verschiedenen Filamente des Zytoskel etts vereinfacht werden. Diese Methode
ist gut etabliert und wurde bereits zur Charakterisierung anderer Plazenta-Typen, wie der
epitheliochorialen Plazenta des Rindes (Pfarrer 2006), der hamochoriden Plazenta des
Meerschweinchens, des Makaken und des Menschen (Khong et a. 1986; Blankenship und
King 1993; Blankenship et a. 1993b; Carter et a. 1998), wie auch der endotheliochorialen
Plazenta des Nerzes (Winther et al. 1999b) und der Katze (Walter und Schonkypl 2006)

genutzt.

Die Zytokeratine werden bei Untersuchungen von Plazentastrukturen bei Tieren zur Detektion
des Trophoblastenepithels verwendet. In der Humanmedizin werden ebenfalls Antikorper
gegen Zytokeratine zur Identifizierung der verschiedenen Trophoblastzellpopulationen
eingesetzt (Khong et al. 1986; Bradbury und Ockleford 1990; Daya und Sabet 1991; Goffin et
al. 2003). Allerdings sind hier neben der Erkennung des Trophoblasten vor alem die
verschiedenen Formen und Lokalisationen des Trophoblasten Gegenstand der Forschung.
Auch in Zellkulturen werden die Anwesenheit von Zytokeratin und die Abwesenheit von
Vimentin dblicherweise as Marker fir den Trophoblasten eingesetzt (Haigh et al. 1999;
Potgens et al. 2001).

So wurden zum Beispiel aus der Mauseplazenta isolierte Trophoblastzellen mittels
Zytokeratinen charakterisiert (Zuckermann und Head 1986). Im Trophektoderm der
Blastozyste sowie in den Trophoblast-Riesenzellen der Ratte wurden mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese mehrere, fir einschichtige Epithelzellen charakteristische Zytokeratine
nachgewiesen (Glasser und Julian 1986b). In der Immunhistochemie wurden die
Trophoblastzellen der Ratte, des Meerschweinchens und der Maus (Clausen et al. 2003;
Miglino et a. 2004; Caluwaerts et al. 2005; Nie et al. 2005), sowie die Trophoblast-
Riesenzellen der Maus (de Souza und Katz 2001) ebenfals mit Antikorpern gegen
Zytokeratin identifiziert (Clausen et al. 2003). Auch in der Plazenta des M akaken wurden zur
Darstellung des Trophoblasten Antikérper gegen Zytokeratine eingesetzt (Blankenship et al.
1993a; Blankenship et a. 1993b; Blankenship und King 1993; Enders und Blankenship
1997). In der endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze wurde im Rahmen der
Analyse des Vorkommens von Relaxin Zytokeratin als Marker fur Trophoblastzellen
verwendet (Klonisch et al. 1999a; Klonisch et al. 1999b). Bei Untersuchungen an Fledermaus-
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Plazenten wurde eine Koexpression von Zytokeratin und Vimentin in dezidualen Riesenzellen
festgestellt sowie die Expression von Zytokeratin in Trophoblastzellen (Badwaik et al. 1998;
Rasweiler et a. 2000).

Vimentin ist das Haupt-Intermedidrfilament der Zellen, die vom embryonalen Mesoderm
abstammen, und ist damit auch in Zellen des Bindegewebes zu finden (Can et a. 1995).
Daher wird Vimentin als Marker fir mesenchymale Zellen und fir stromale Dezidua genutzt
(Faulk et al. 1990; Carter et al. 1998; Miglino et a. 2004). Can et al. (1995) wiesen Vimentin
in humanen endomtrialen Deziduazellen in immunhistochemischen Untersuchungen sowie in
der Zellkultur nach und mittels zweidimensionaler Gel-Elektrophorese und Western Blot
wurden die Intermediarfilament-Proteine der Deziduazellen der Ratte als Vimentin und
Desmin identifiziert (Glasser und Julian 1986a). Aktin und Vimentin wurden bei
immunhistochemischen Untersuchungen an der Plazenta des Nerzes in Deziduazellen
gefunden (Winther et a. 1999b). Auch bel Untersuchungen an der Plazenta des
Meerschweinchens waren das endometriale Stroma sowie die Dezidua immunopositiv fur
Vimentin (Carter et al. 1998) und die glatte Muskulatur der Gefél3e zeigte Reaktionen fir
Aktin (Clausen et al. 2003). Ebenso wiesen die endometrialen Stromazellen des Hundes eine
Immunreaktivitét fir Vimentin auf (Galabova-Kovacs et al. 2004). In den Endothelzellen der
humanen plazentaren Gefél3e zeigt Vimentin eine hohe Expressionsrate (Bradbury und
Ockleford 1990). Ebenso waren die Endothelien der Gefél3e in der Plazenta des
M eerschweinchens Vimentin-positiv, wobei die fetalen Kapillaren besonders intensiv gefarbt
waren (Carter et al. 1998).

Mittels Gel-Elektrophorese wiesen Cavaille et a. (1995) eine hohe Expressionsrate von Aktin
in  humanen fetoplazentaren Gefdllen nach und auch bei  immunhistochemischen
Untersuchungen an der humanen Plazenta wird Aktin zur ldentifizierung der glatten
Muskulatur der Geféle verwendet (Labarrere und Faulk 1994). Untersuchungen an der
Plazenta der Ratte ergaben ebenfalls immunopositive Ergebnisse fur Aktin in der glatten
Muskulatur der Gefél3e (Caluwaerts et al. 2005).
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1.3 Angiogenese in der Plazenta

Fir die plazentare Entwicklung und Morphogenese spielt die Angiogenese eine entscheidende
Rolle, da jedes Gewebewachstum von Angiogenese begleitet wird bzw. Angiogenese eine
Voraussetzung fur das Wachstum ist.

Die plazentare Neovaskularisation ist ein physiologischer Vorgang, der durch einen initialen
dramatischen Anstieg der Blutgefée durch Angiogenese auf der maternalen Seite und
Vaskulogenese auf der embryonalen Seite der Plazenta charakterisiert ist (Winther und
Dantzer 2001).

Damit bildet die Plazenta eine Ausnahme, denn ansonsten stellt die Neubildung von Gefélien
in adulten Geweben ein relativ seltenes Phanomen dar. Ausnahmen sind periodische
Verénderungen des Ovars, des Endometriums, der Plazenta sowie einige Krankheitsbilder,
wie chronische Entziindungen oder das Tumorwachstum (Norrby 1997; Cheung et al. 1998).

Die Saugetierplazentaist ein Organ, durch welches Atemgase, Nahrstoffe und Abfallprodukte
zwischen den maternalen und fetalen Systemen ausgetauscht werden. Der transplazentare
Austausch gewéhrleistet alle metabolischen Anspriiche des fetalen Wachstums und der
Entwicklung. Das Mal3 und die Effizienz des transplazentaren Austauschs hangt in erster
Linie von der Hohe des uterinen (maternal plazentar) und umbilikalen (fetal plazentar)
Blutflusses ab (Reynolds und Redmer 2001; Regnault et a. 2002). Die Hohe des plazentaren
Blutflusses wiederum hangt von der plazentaren Vaskularisation ab, und folglich ist die
plazentare Angiogenese entscheidend fur die erfolgreiche Entwicklung lebensfahiger,
gesunder Nachkommen (Reynolds und Redmer 2001). Das Myometrium besitzt en
reichliches und anpassungsfahiges Gefél3system. Myometriale Blutgefa?e machen wahrend
der Graviditét ein bedeutendes Wachstum und Remodellierung durch, um den steigenden
Ansprichen des sich entwickelnden Fetus gerecht zu werden (Weston et al. 2002). Dieses
wurde eindrucksvoll fur die maternalen Blutgefal3e der endotheliochorialen Nerzplazenta
gezeigt (Krebs et a. 1997). Somit sind die plazentare Angiogenese und Wachstum
entscheidende Elemente in der embryonalen und spéter fetalen Entwicklung (Winther et al.
1999a).

In der Plazenta treffen sich also zwei Gefél3systeme, das maternale und das fetale. Diese sind

die grundlegenden Lieferanten, um einen transplazentaren Substanzaustausch zu garantieren,
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der, wenn e aus der Balance gerédt, fetale Entwicklung und Wohlbefinden stark
beeintrachtigen kann (Dantzer et al. 2000).

Die Plazentation beinhaltet umfangreiche Angiogenese im maternden und fetalen
Plazentagewebe, begleitet von einem merklichen Anstieg des uterinen und umbilikalen
Blutflusses (Reynolds und Redmer 2001). Da der Trophoblast per se ein avaskuléres Gewebe
ist muss er, um am maternal-fetalen Austausch teilhaben zu kénnen, eine funktionsféhige
Zirkulation entwickeln. Daher sind auf der fetalen Seite zwei Prozesse, Vaskulogenese und
Angiogenese, in die fetale Gefalfentwicklung involviert (Wulff et a. 2003).

BlutgeféRe entwickeln sich generell durch folgende zwei Prozesse: einma der
Vaskulogenese, unter der man die Formation erster primitiver Kapillaren durch
Differenzierung hé@mangiogener Stammzellen, die von pluripotenten Mesenchymzellen
stammen, versteht. Die daraus resultierenden Angioblasten entwickeln sich zu endothelialen
Vorlauferzellen. Die Vaskulogenese ist also die de novo Formation von Gefal3en und findet
nur wahrend der Embryogenese statt. Zum Zweiten durch Angiogenese, unter der man den
Prozess der Entwicklung neuer Blutgefal3e ausgehend vom bereits bestehenden GefélRsystem
versteht. Dies beinhaltet die Migration und Proliferation von Endothelzellen in Verbindung
mit einer Remodellierung der existierenden Basalmembran und der extrazelluldren Matrix
(Hanahan und Folkman 1996; Klagsbrun und D'Amore 1996; Norrby 1997; Redmer et al.
2001; Ribatti 2005; Demir et al. 2006).

Die Angiogenese wird durch das netto-Gleichgewicht zwischen Molekilen, die positive und
negative regulatorische Wirksamkeit haben, kontrolliert (Pepper 1997), also durch pro- und
antiangiogene parakrine Peptidmolekile (Norrby 1997). Dieses Konzept fuhrte zu dem
Begriff ,angiogenic switch*, der von einer steigenden Produktion von einem oder mehreren
positiven Regulatoren der Angiogenese abhangig ist (Ribatti 2005). In aktivierten
(angiogenen) Endothelien herrschen positive Regulatoren vor, wohingegen ruhende
Endothelien durch die Dominanz von negativen Regulatoren erreicht und aufrechterhalten
werden (Pepper 1997). Das Verhdtnis von pro- und antiangiogenen Wachstumsfaktoren ist
fur die Entwicklung des Gefal3systems der Saugetierplazenta entscheidend (Charnock-Jones
2002).

Beide Prozesse, Vaskulogenese und Angiogenese, werden fur die plazentare
BlutgefaRversorgung benétigt (Demir et al. 2006), welche einen essentiellen Bestandteil der
Plazentation darstellt, denn die Einrichtung eines plazentaren Austauschsystems mit hoher
Kapazitét ist essentiell fur das Wachstum und Wohlergehen des Fetus (Zhang et a. 2002).
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Die Neovaskularisation ist in Situationen wie der Plazentation zum Einen durch die
metabolischen Anspriiche des betroffenen Gewebes straff reguliert und limitiert (Pepper
1997). Weiterhin beeinflussen verschiedene Induktoren und Stimulatoren die Angiogenese
und Vaskulogenese direkt oder indirekt Uber Stimulation der Proliferation, Differenzierung
und Migration der Endothelzellen oder respektive deren Vorlduferzellen (Hanahan und
Folkman 1996; Ferrara 2004; Demir et al. 2006). Zu den Stimulatoren gehdren verschiedene
Wachstumsfaktoren, die aus den umliegenden Geweben freigesetzt werden. Einer der
wichtigsten Wachstumsfaktoren in Bezug auf die Angiogenese ist der VEGF (vascular
endothelial growth factor) mit seinen beiden Rezeptoren Flt-1 (fms-like tyrosine
kinase, VEGFR-1) und KDR (kinase insert domain-containing region,VEGFR-2) (Ferrara
2001). Dementsprechend ist VEGF auch in die Vaskularisation der Plazenta involviert
(Dantzer et a. 2000). Neben VEGF gilt auch FGF (fibroblast growth factor) als einer der
Haupt-Wachstumsfaktoren der Angiogenese in der Plazenta, denn diese beiden
Proteinfamilien sind moglicherweise fur einen Groldteil der Heparin-bindenden angiogenen
Aktivitdt verantwortlich, die sowohl vom ovariellen als auch vom plazentaren Gewebe
produziert wird (Reynolds und Redmer 2001).

Die Angiogenesefaktoren werden von den Endothelien selbst und/oder den umliegenden
Geweben freigesetzt und regen daraufhin das Wachstum neuer Kapillaren an, welchesin einer
Kaskade von mindestens vier Schritten ablauft (Hanahan 1997): Erstens missen die Zellen
die Basallamina durchbrechen, welche ein bestehendes Blutgefa? umgibt. Dazu bilden die
Endothelzellen Proteasen, welche die extrazellulare Matrix lokal aufldsen. Zweitens wandern
die Endothelzellen zur Signalquelle (Chemotaxis). Drittens kommt es zur Teilung der
Endothelzellen und viertens zur Kanalisierung der zunéchst soliden Kapillarsprosse und der
Bildung einer neuen Basallamina um das verlangerte Blutgefali.

Letztlich wird das neue funktionsfahige Blutgeféd durch die Integration von Perizyten
stabilisert (Huynh-Do 2006), welche die Reifung und Remodellierung von Gefélsen
beeinflussen (Benjamin et al. 1998). Sie umhtillen die endothelialen Kandle und unterstiitzen
die Aufrechterhaltung der Gefél3e und haben regulierende Funktionen auf die Geféalde
(Hanahan 1997).

Im Hinblick auf die Freisetzung der Angiogenese-Faktoren spielt Sauerstoffmangel eine
entscheidende Rolle, da dieser zu einer Freisetzung der Faktoren im umliegenden Gewebe
fahrt. So wiesen zum Beispiel Levy et al. (1996) nach, dass Wachstumsfaktoren wie VEGF
durch Sauerstoff-Spannung reguliert werden, denn bel reduziertem Sauerstoff steigen die
VEGF-A mRNA Level. In der frihen Graviditét scheint der geringe Sauerstoff-Partialdruck
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einen Anstieg der lokalen VEGF-Produktion zu verursachen, welche wiederum die aktive
Angiogenese, die in der sich entwickelnden Plazenta erfolgt, aufrechterhdt und unterstiitzt
(Charnock-Jones 2002).

Die Angiogenese ist ein Schlusselereignis fur die proliferativen Prozesse im Uterus und ist
sowohl fur die plazentare als auch die fetale Entwicklung erforderlich (Breier et al. 1992,
Risau 1997; Lopes et al. 2003). Einer der wichtigsten Angiogenesefaktoren, VEGF, wird im
Endometrium exprimiert (Charnock-Jones et a. 1993; Smith 2001) und ist ein wichtiger
Faktor in der Regulation der Ereignisse der frihen Implantation und der Schaffung der
Plazenta (Matsumoto et al. 2002).

Zusétzlich zu seiner endothelialen mitogenen Kapazitdt kann VEGF die Flissigkeits- und
Proteinextravasation von Blutgefdlen induzieren, was zu der Bezeichnung
Gefal3permeabilitétsfaktor (vascular permeability factor) gefuhrt hat (Rowe et a. 2003). Der
Ort der Implantation ist in Nagetieren durch lokale Odeme, erhthte Gefépermeabilitdt und
Vasodilatation charakterisiert. Die Fahigkeit des Endometriums VEGF zu exprimieren macht
eine Betelligung an diesem Prozess wahrscheinlich (Charnock-Jones et al. 1993). Zudem
muss der fetale Bedarf an Nahrstoffen und Sauerstoff wahrend der frihen Graviditét durch
Diffusion Uber die feto-maternale Verbindung befriedigt werden, ein Prozess der in
entscheidendem Mal3e von der Gefal3permeabilitéat abhangt.

Die Angiogenese ist fur eine erfolgreiche frihe Implantation und erfolgreiche Plazentation
notwendig. Fur die Schwangerschaft des Menschen wird die Beteiligung von mindestens drei
zeitlich unterschiedlichen vaskul&ren Prozessen vorgeschlagen: einmal der adaquaten uterinen
Angiogenese/Gefal3entwicklung zum Zeitpunkt der Implantation, zum Zweiten von der
Entwicklung und Ausdehnung des Gefal3systems der Zotten bald nach der Implantation und
zum Dritten von der Remodellierung des maternalen uterinen Blutkreislaufs nahe der
maternal-fetalen Berthrungsflache (Torry et al. 2004).

Tabelle 1: Faktoren mit angiogener Aktivitat (nach Huynh-Do 2006)

Faktoren mit angiogener Aktivitat

Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 (Ang-1 und Ang-2)

Acidic und Basic fibrablast growth factor (aFGF und bFGF)

Epidermal growth factor (EGF)

Ephrin A und Ephrin B

Placental growth factor (PIGF)
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Platelet derived growth factor (PDGF)

Transforming growth factor-a (TGF- a)

Tumor necrosis factor- a (TNF- a)

Vascular endothelial growth factor (VEGF=VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E

1.3.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

1983 beschrieben Senger et al. die unvollstandige Aufreinigung eines Proteins aus einer
Hepatokarzinom Zéelllinie des Meerschweinchens, welches eine erhdhte Gefél3permeabilitét
der Haut forderte, und zwar mit einer 50.000 mal hoheren Potenz als Histamin. Diesem
Protein wurde der Name vascular permeability factor (VPF) gegeben. VPF ist bis heute einer
der potentesten gefal3permeabilisierenden Wirkstoffe.

Im Juni 1989 beschrieben Ferrara und Henzel die Isolation eines diffusionsfahigen
endothelzellspezifischen Mitogens aus einem aufbereiteten Medium boviner hypophyséarer
follikulérer Zellen, welches sie, die eingeschrénkte Zielzellspezifitdt dieses Molekils
widerspiegelnd, vascular endothelial growth factor (VEGF) nannten (Ferrara und Henzel
1989; Ribatti 2005). Anschliefiend berichteten Connolly et al. (1989) von der Isolation und
Sequenzierung des humanen VPF von einer Hepatokarzinom Zelllinie. Im Dezember 1989
beschrieben dann beide Gruppen die kompl ette komplementare DNA-Sequenz, die VEGF und
VPF kodiert (Keck et a. 1989; Leung et a. 1989), und es stellte sich heraus, dass diese
identisch waren (Ribatti 2005).

Neben VEGF-A (=VEGF) wurden bis heute weitere VEGF-verwandte Gene identifiziert:
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und die viral kodierten VEGF-E. Sie ale gehtren, zusammen
mit PIGF (placenta growth factor), der VEGF/PDGF (platelet derived growth factor)
Supergen Familie an.

Die vaskulére Angiogenese wird vor alem durch VEGF-A reguliert, wahrend die
Lymphangiogenese vor allem durch VEGF-C und -D reguliert wird (Carmeliet und Collen
1999).

Funktionen von VEGF

Natives VEGF ist ein basisches, homodimerisches, heparinbindendes Glykoprotein von
40-45 kDa, welches eine spezifische mitogene Aktivitét fir Endothelzellen, die von Arterien,
Venen und Lymphgefé3en stammen besitzt (Ferrara und Henzel 1989; Ferrara und Davis-
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Smyth 1997; Neufeld et al. 1999; Ferrara und Gerber 2001) und auch bekannt unter dem
Namen Vaskulotropin (Klagsbrun und D'Amore 1996). VEGF ist einer der Hauptfaktoren der
Vaskulogenese und Angiogenese (Ribatti 2005), der fur die Regulation vaskulérer
Veradnderungen verantwortlich ist (Lopes et a. 2003). VEGF wurde als erster Faktor
beschrieben, der spezifisch die Proliferation der vaskuldren Endothelzellen initiieren konnte
(Stouffer et al. 2001). Daneben besitzt VEGF weitere Funktionen, wobei unter diesen die
Induktion der Proliferation und Differenzierung von Endothelzellen die bedeutendste ist
(Gerber et al. 1998b).

Wie bereits erwdhnt, spielt VEGF auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Geféal3permeabilitét (Lopes et a. 2003), und kann die Fenestration von Endothelzellen
induzieren (Roberts und Palade 1995). Aullerdem bewirkt VEGF eine Vasodilatation und
aktiviert die Monozytenmigration. Eine weitere Funktion von VEGF ist seine antiapoptotische
Aktivitét auf Endothelzellen, welche lber die Phosphatidylinositol 3"-Kinase vermittelt wird
(Gerber et al. 1998a; Gerber et al. 1998b). Dabei ist eine bestimmte Schwellenwert-
Konzentration von VEGF erforderlich, um die Apoptose der Endothelzellen zu verhindern
und die Schwellenwert-Konzentration ist zudem essentiell fir die Stabilisierung der neu
geformten Blutgefalle (Alon et al. 1995; Berisha et al. 2000). Damit agiert VEGF as en
Uberlebensfaktor (Alon et al. 1995), der fir die Aufrechterhaltung bereits differenzierter
Blutgeféiie erforderlich ist (Ferraraet al. 1992).

In vivo induziert VEGF also die Angiogenese sowie die Permeabilitét der Blutgefalie und
spielt eine zentrale Rolle bel der Regulation der Vaskulogenese (Neufeld et al. 1999). Dass
VEGF das instruktive Signal fir die Differenzierung der Hamangioblasten in eine
endotheliale Zélllinie ist, wurde anhand von Mesodermzellen von Hihnerembryonen,
basierend auf der Expression von VEGFR-2, nachgewiesen, denn in der Anwesenheit von
VEGF differenzierten sich diese Zellen entlang der endothelialen Zelllinie (Eichmann et a.
1997). VEGF vermittelt also die Bildung von Endothelzellen und primitiven Blutgefélen
(Vaskulogenese) und regelt aulRerdem das Gefalwachstum durch Sprief3en der Endothel zellen
von bereits vorhandenen GefédRen (Angiogenese) (Risau 1997; Plate 2001). Zudem
beschleunigt VEGF den Prozess der Ummantelung der Gefél3e mit Perizyten, was bel
Untersuchungen an VEGF-behandelten Retinagefal?en nachgewiesen wurde (Benjamin et al.
1998).

Obwohl VEGF ein potentes Mitogen fur mikro- und makrovaskulére Endothelzellen ist, die
von Arterien, Venen und Lymphgefédien stammen, hat es keine bestdndige und merkliche
mitogene Aktivitét fir andere Zelltypen und zeigt damit eine hohe Zielzellspezifitét (Ferrara
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und Davis-Smyth 1997). Die Spezifitét von VEGF wird durch das Modell von in Kollagengel
eingebetteten Ringen der Rattenaorta unterstrichen, da die durch VEGF induzierte
Proliferation und Migration nahezu ausschliefdlich bei vaskuléaren Endothelzellen stattfindet
(Nicosia et a. 1994). Die Présenz von angiogenen Faktoren wie VEGF ermoglicht den
Blutgefalien das Wachsen und in der Abwesenheit von VEGF kommt es zu einer Regression
der Blutgefél3e (Hanahan 1997). Dabel wirkt VEGF in erster Linie as parakriner Mediator
(Ferrara et al. 1993). Dass VEGF eine SchlUsselrolle in der Regulation der normalen und
abnormalen Angiogenese inne hat (Mustonen und Alitalo 1995; Ferrara und Davis-Smyth
1997) wird auch dadurch deutlich, dass der Verlust eines einzigen VEGF Allels in
embryonaler Letalitdt resultiert (Carmeliet et al. 1996) und unterstreicht die unersetzbare
Rolle von VEGF in der Entwicklung und Differenzierung des Gefal3systems.

Organisation des VEGF-Gens

Bisher sind sechs verschiedene VEGF Isoformen bekannt, die sich in der Anzahl ihrer
Aminosauren unterscheiden (Ferrara 2001). Das VEGF-Gen besteht aus acht Exons, die durch
sieben Introns voneinander abgetrennt werden, und der Kodierungsbereich umfasst in etwa
14 kb (Tischer et al. 1991). Die verschiedenen Isoformen resultieren aus der aternativen
Exon-Spleif3ung eines einzigen Gens und bilden aktive, Uber Disulfidbriicken vernetzte
Homodimere (Neufeld et a. 1999). Die verschiedenen Isoformen haben dieselbe Funktion,
aber unterschiedliche Heparin-Bindungseigenschaften (Lopes et al. 2003).

Beim Menschen wurden funf molekulare Isoformen von VEGF-A identifiziert (Stouffer et al.
2001). Drei davon, VEGF 121, VEGF 145 und VEGF 165 befinden sich im Zytoplasma, die
zwel anderen, VEGF 189 und VEGF 206 sind membrangebunden. VEGF 165 ist die
dominierende molekulare Spezies, welche von einer Vielzahl normaler und transformierter
Zellen produziert wird (Ferrara und Davis-Smyth 1997). VEGF 165 ist ein Uber 100fach
potenteres Mitogen als VEGF 121, wobei das mitogene Potential dabei von der Carboxyl-
terminalen Doméne (111-165) entschieden wird (Keyt et al. 1996a). VEGF 121 ist ein
|6sliches Mitogen, das Heparin nicht bindet, wohingegen die langeren Isoformen von VEGF
Heparin mit fortschreitend hoherer Affinitdt binden (Keyt et al. 1996a). Aullerdem ist
VEGF 121 ein saures, frel diffusionsféhiges Protein. VEGF 165 wird ebenfalls sezerniert,
obwohl eine signifikante Fraktion an die Zelloberflache und die extrazelluldre Matrix
gebunden bleibt. Im Gegensatz dazu sind die stark basischen Proteine VEGF 189 und
VEGF 206 fast vollstandig in die extrazellulare Matrix eingebunden (Park et al. 1993; Ferrara
2001). VEGF 145 ist wahrscheinlich eine gewebespezifische Form, die speziell im
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Uterusgewebe exprimiert wird (Charnock-Jones et al. 1993). Trotz der Tatsache, dass ale
Mitglieder eine identische Signalsequenz haben, werden die kleineren Mitglieder der VEGF-
Familie also von Zellen sezerniert und agieren vermutlich parakrin, wahrend VEGF 189 und
VEGF 206 grofdtenteils zellassoziiert sind und vermutlich auf autokrine Weise agieren
(Ferraraet al. 1992; Berishaet al. 2000).

Bel dem murinen VEGF-Gen entstehen drel [soformen von VEGF-A: VEGF 120, VEGF 164
und VEGF 188, die jeweils immer genau eine Aminosaure kirzer sind als die humanen
VEGFs (Shima et a. 1996; Ferrara und Davis-Smyth 1997). Generell sind die humanen
VEGFs in der N-terminalen Region einen Rest langer als die meisten anderen Saugetier-
VEGFs (Scheidegger et a. 1999).

Die caninen Isoformen von VEGF unterscheiden sich dementsprechend in der Anzahl ihrer
Aminosauren von denen des Menschen ebenfalls um immer eine Aminoséure. VEGF 120 und
VEGF 164 sind I6dliche Proteine, VEGF 144 und VEGF 188 sind mit der extrazelluldren
Matrix und Heparansulfat-Proteoglycanen an der Zelloberflache assoziiert und
dementsprechend nicht als 16sliche Liganden freigegeben und VEGF 205 liegt aufgrund
seiner engen Bindung an die extrazellulare Matrix ebenfals in unldslicher Form vor
(Scheidegger et a. 1999). Die canine Aminosauresequenz unterscheidet sich von der
humanen VEGF Sequenz in 4,8 % veranderten Resten, was beide strukturell nahezu identisch
macht (Scheidegger et al. 1999). Der einzelne Glutaminsdurerest, der an Position 5 im
humanen Protein anwesend ist, fehlt beim caninen VEGF; dieselbe Deletion wurde bei alen
anderen bekannten VEGFs von Sdugetierspezies beobachtet. Keiner der Unterschiede ist an
einer Position lokalisiert, die relevant fur die biologische Aktivitét von VEGF ist (Christinger
et al. 1996; Muller et al. 1997; Wiesmann et al. 1997; Scheidegger et al. 1999). Ebenso éhneln
die caninen VEGF Rezeptoren den humanen Rezeptoren sehr, die Struktur des caninen
VEGFR-2 ist sogar mit dem des korrespondierenden humanen Rezeptors identisch
(Scheidegger et a. 1999). Nicht nur die Molekularbiologie, auch die Funktion des VEGF
Signalsystems sind in Menschen und Hunden nahezu identisch, da die caninen VEGFs die
selben Zellbindungsei genschaften wie die humanen VEGFs zeigen (Scheidegger et a. 1999).
Die Transkription von VEGF und vielen anderen angiogenetischen Molekilen wird von dem
Transkriptionsfaktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) reguliert, der, wie sein Name
besagt, durch Gewebehypoxie induziert wird (Huynh-Do 2006).

Das VEGF-Protein ist for die Endothelzellen auf zwei Wegen verflgbar: as frei
diffusionsféhige Proteine oder nach Protease-Aktivierung und Spaltung der langeren
Isoformen, die an die extrazelluldre Matrix gebunden sind (Lopes et al. 2003).
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Die Bindung der VEGF-Isoformen an die Zelloberflache und die extrazelluldre Matrix erfolgt
durch Interaktionen mit Heparinsulfatproteoglykanen und reflektiert die unterschiedlichen
Bindungseigenschaften der VEGF-1soformen (Klagsbrun und D'’Amore 1996).

Zwischen der Heparinaffinitét und der Diffusionsfahigkeit besteht eine inverse Beziehung,
und die Heparin-Bindungs Doméne ist wichtig fur die biologische Aktivitét (Ferrara 2001).

Regulation der VEGF-Genexpression

Es wurden verschiedene Mechanismen nachgewiesen, die an der Regulation der VEGF-Gen-
Expression partizipieren. Darunter spielt die Sauerstoff-Spannung sowohl in vitro as auch in
vivo eine Hauptrolle. Die Expression von VEGF-mRNA in einer Vielzahl von normalen und
transformierten Zellkultur-Typen ist schnell und reversibel zu induzieren, indem sie einer
geringen Sauerstoff-Spannung ausgesetzt werden (Ferrara und Davis-Smyth 1997). Ebenso
wird die VEGF-Expression durch Hypoglykamie induziert (Shweiki et al. 1995).

Des Weiteren verursachen verschiedene Zytokine oder Wachstumsfaktoren die
Hochregulation der VEGF-mRNA-Expression oder induzieren die Freisetzung des VEGF-
Proteins. Dazu gehtren zum Beispiel der epidermal growth factor, der keratinocyte growth
factor, TGF-a und TGF- (transforming growth factor-o und -), die zur Induktion der VEGF
MRNA-Expression fuhren. VEGF fungiert dementsprechend eventuell als parakriner
Mediator fur indirekte angiogene Vertreter wie TGF-B. Auch IL-1a, IL-1 und PGE;
induzieren die VEGF-Expression (Ferrara und Davis-Smyth 1997), ebenso PDGF (Taniguchi
et al. 2001).

Ebenfall zur Hochregulierung von VEGF kommt es unter dem Einfluss von ovariellen
Steroidhormonen und Prostaglandinen (Lopes et a. 2003). Progesteron zum Beispiel
stimuliert die Angiogenese, VEGF und VEGFR-2, wahrend Ostrogen bei Untersuchungen am
Méauseuterus zu einer erhohten Gefél3permeabilitdt fuhrt (Ma et al. 2001). Sowohl durch
Ostrogen- als auch durch Progesteronbehandlung wird die VEGF-Expression im Uterus von
Ratte, Schaf und Mensch hochreguliert (Hildebrandt et al. 2001; Sugino et al. 2002).

VEGF selbst kann die Hochregulierung seines Rezeptors VEGFR-2 induzieren (Weston et al.
2002).

VEGF-verwandte Molekiile

Es gibt drei VEGF-dhnliche Molekile, deren Strukturhomologie zu VEGF darauf hinweist,
dass sie ebenfalls eine Rolle bei der Regulation des Blutgefal3wachstums spielen. Dies sind
PIGF, VEGF-B und VEGF-C/VRP (VEGF-related protein).
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Das PIGF-Homodimer zeigt nur eine minimale direkte mitogene Aktivitét auf Endothelzellen,
aber PIGF kann ebenfalls Heterodimere mit VEGF bilden. Die Formation solcher
Heterodimere stellt eventuell einen Mechanismus der negativen Regulation der VEGF-
Bioaktivitdt dar, durch eine Verschiebung des Gleichgewichts hin zu weniger potenten
Molekilen (Cao et al. 1996). Andere Autoren beschreiben jedoch, dass diese Heterodimere
die Bioaktivitét von geringen, marginal wirksamen VEGF-Konzentrationen sowohl auf das
Endothel zellwachstum als auch auf die Gefal3permeabilitat signifikant potenzieren kénnen
(Park et al. 1994; Ribatti 2005). In vitro Untersuchungen zeigten, dass aufgrund der Zugabe
von PIGF die Wirksamkeit von VEGF um das funf- bis zehnfache ansteigt (Mac und Popel
2004).

PIGF weist eine 53%ige Sequenzhomologie der Aminosauren zu der PDGF-ahnlichen Region
von VEGF auf (Barleon et al. 1994; Cao et al. 1996; Klagsbrun und D'’Amore 1996).

Ebenso wie die langen Isoformen von VEGF wird VEGF-B als membrangebundenes Protein
exprimiert, das nach der Addition von Heparin als |6sliche Form freigegeben wird. VEGF-B
kann mit VEGF Heterodimere formen, wenn sie koexprimiert werden, was zu der Hypothese
fuhrt, dass VEGF-B in der Regulation der Angiogenese partizipiert (Olofsson et al. 1996a;
Olofsson et al. 1996b). Zum Beispiel stimuliert VEGF-B das Wachstum humaner und boviner
vaskulérer Endothelzellen (Olofsson et al. 1996a). Der Beweis des proangiogenen Effekts von
VEGF-B wurde in eilnem Maus-Model mit chirurgisch induzierter Hinterbein-1schamie
bestétigt (Silvestre et al. 2003).

VEGF-C wird in Wachtel- und Hihnerembryonen vor allem in Regionen beobachtet, die in
der spateren Entwicklung reich an lymphatischen Endothelien sind (Eichmann et al. 1998).
Zudem stimuliet VEGF-C/VRP (VEGF-related protein) das Wachstum humaner
Endothelzellen der Lunge (Lee et al. 1996). An VEGF-C Knockout-Mausen wurde gezeigt,
dass VEGF-C der fur die Lymphangiogenese essentielle parakrine Faktor ist (Karkkainen et
al. 2004).

1.3.2 VEGF-Rezeptor-1 und VEGF-Rezeptor-2

Allgemeines und Funktionen

Seine biologischen Effekte uUbt VEGF vor alem durch die Bindung an seine
transmembrandaren Tyrosinkinase-Rezeptoren aus, darunter fallen der VEGFR-1 (Flt-1),
VEGFR-2 (KDR) und VEGFR-3 (FIt-4) (Kaipainen et al. 1995). Sowohl Flt-1 als auch KDR
binden VEGF mit hoher Affinitéat. FIk-1 (fetal liver kinase 1) ist das murine Homolog zum
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humanen KDR und besitzt eine 85%ige Sequenzidentitét zu diesem (Matthews et al. 1991).
VEGFR-1 und VEGFR-2 werden in erster Linie, aber nicht ausschlief3lich, von vaskuldren
Endothelzellen exprimiert. VEGFR-2 scheint der Haupt-Signalrezeptor fir vaskuléare
Endothelzellen zu sein, wohingegen VEGFR-1 wichtig fur die Migration ist und vermutlich
as , Koder“-Rezeptor fungiert, der der Regulation der Bioverfugbarkeit von VEGF in einem
gegebenen Gewebe dient (Risau 1997; Clauss 1998). So zeigen Endothelzellen der Aorta des
Schweins, denen VEGF-Rezeptoren fehlen, Chemotaxis und Mitogenese als Antwort auf
VEGF, wenn sie mit VEGFR-2-kodierendem Plasmid transfiziert werden. Im Gegensatz dazu
fehlt bei transfizierten Zellen, die VEGFR-1 exprimieren, eine derartige Antwort
(Waltenberger et a. 1994). AulRerdem bindet VEGFR-1 mit hoher Affinitdt den placenta
growth factor (PIGF), ein Protein, das mit VEGF eng verwandt ist, und nur in einer
begrenzten Gruppe von Geweben wie der Plazenta exprimiert wird (Sawano et al. 1996;
Vuorela et a. 1997). PIGF bindet aber nicht an VEGFR-2, und dementsprechend fehlen
direkte mitogene oder permeabilitéissteigernde Eigenschaften oder die Moglichkeit, die
Tyrosinphosphorylierung in Endothelzellen effektiv zu stimulieren (Park et al. 1994).
Demzufolge sind Interaktionen mit VEGFR-2 eine entscheidende Voraussetzung, das volle
Spektrum der biologischen VEGF-Antworten zu induzieren.

VEGFR-2 kommt vor allem als ein Signalfaktor in Endothelzellen vor und ist der erste
bekannte endotheliale Rezeptor, der im primitiven Mesoderm und in Vorlaufern der
Angioblasten exprimiert wird (Yamaguchi et al. 1993; Breier et al. 1997; Kappel et al. 1999;
Dantzer et al. 2000). VEGFR-2 ist in Endothelzell-Vorlaufern schon in den frihesten
embryonalen Entwicklungsstadien prasent (Quinn et al. 1993). Mé&use, die homozygot Flk-1-
defekt sind, zeigen eine gestérte Hamatopoese, was darauf hinweist, dass die FIk-1 Aktivitét
essentiell fir die Differenzierung der hdmatopoetischen Vorlaufer ist (Kappel et al. 1999).
VEGFR-1 fungiert Uber NO als ein Negativregulator der VEGFR-2 Wirkung und inhibiert so
das Wachstum der Endothelzellen bel gleichzeitiger Forderung der Differenzierung von
Endothelzellen zu Geféltubuli (Bussolati et a. 2001). Zudem wurde an Knockout-M&usen
gezeigt, dass VEGFR-1 ein Ubermaliges Wachstum von endothelialen Populationen
verhindert. In der Vaskulogenese ist die primédre Rolle von VEGFR-1 die Limitierung der
Differenzierung von Hamangioblasten in Endothelzellen (Fong et al. 1995; Fong et al. 1999).
Der Verlust der VEGFR-1 Aktivitét resultiert in einer Akkumulation von Endothelzellen und
einer dramatischen Abnahme der Zahl der Kapillarverbindungen, die durch die Zugabe von
NO wieder hergestellt werden konnen. Die Inhibition von VEGFR-1 in einem Matrigel-
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Angiogenese Assay induziert grof3e, Aneurysma-ghnliche Strukturen, was die regulatorische
Rolle von VEGFR-1 in der Gefal¥formation bestétigt (Bussolati et al. 2001).

Die Aktivierung von VEGFR-2 wird mit VEGF-induzierter Mitogenité und Angiogenese in
Verbindung gebracht (Ferrara und Davis-Smyth 1997), da diese die Differenzierung,
Proliferation und Migration von Endothelzellen induziert (Bernatchez et a. 1999) und anti-
apoptotisch und permeabilitétssteigernd wirkt (Zygmunt et al. 2003). Im Gegensatz dazu wird
die Erhaltung und Uberlebensfunktion von VEGF mit VEGFR-1 assoziiert, und die Bindung
an VEGFR-1 vermittelt die Endothelzell-Interaktion und Tubulusformation (Fong et al.
1995). Dementsprechend wird die VEGFR-1 mRNA vor alem im ruhenden Endothel
exprimiert (Peters et al. 1993), wahrend VEGFR-2 in erster Linie in proliferierenden Gefalzen
exprimiert wird (Quinn et al. 1993).

VEGFR-1 hat eine zehnfach héhere Bindungsaffinitét fur VEGF as VEGFR-2, aber eine viel
schwéchere Tyrosinkinase-Aktivitét, was auf eine Funktion als negativer Regulator der
VEGF-Signalwirkung schlieffen lasst (Hornig und Weich 1999). VEGFR-1 konnte as ein
wachstumssuppressiver Rezeptor fungieren, um der proliferativen Wirkung von VEGFR-2
entgegenzuwirken (Ahmed et al. 1997). Auch Ferrara (2001a) sieht in ihm in erster Linie
keinen Signalrezeptor, sondern einen ,, Kdder* -Rezeptor, der die Wirksamkeit von VEGF auf
das Gefallendothel auf negative Weise regulieren kann, da VEGF gebunden wird und somit
far die Bindung von VEGFR-2 nicht mehr zur Verfigung steht. Im Gegensatz zu VEGFR-1
besitzt VEGFR-2 eine geringere Bindungsaffinitat aber eine hohe Aktivitat (Sawano et al.
1996; Norrby 1997). Eine weitere Rolle von VEGFR-1 ist die durch ihn vermittelte
Monozytenmigration al's Antwort auf VEGF (Barleon et al. 1996).

VEGFR-3 ist ein 180 kDa grof3es Glykoprotein und hat einen hohen Grad an Aminosauren-
Sequenzhomologie mit Flt-1 und FIk-1/KDR (Klagsbrun und D'Amore 1996), wird aber vor
alem in lymphatischen Geféllen wahrend der Entwicklung exprimiert und besitzt eine
wichtige Funktion in der Lymphangiogenese (Plate 2001). Weiterhin scheint VEGFR-3 ein
Ko-Rezeptor fur VEGFR-2 zu sein, der die VEGFR-2 vermittelte chemotaktische und
mitogene Aktivitat erhoht (Soker et al. 1998).

VEGFR-1 ist der Rezeptor fur VEGF, PIGF und VEGF-B (Ferrara und Davis-Smyth 1997
Olofsson et a. 1998). Die Liganden fur VEGFR-2 sind VEGF, VEGF-C, VEGF-D und
VEGF-E, wohingegen VEGFR-3 nur VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D bindet (Joukov et al.
1996; Achen et al. 1998; Hornig und Weich 1999; Meyer et al. 1999; Olofsson et al. 1999).
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SVEGFR-1

Des weiteren gibt es eine natirlich vorkommende 16sliche Form von VEGFR-1 (sVEGFR-1,
SFlt-1), welche aus dem Uberstand humaner Endothel zellen der Nabelvene isoliert wurde und
1993 erstmals von Kendall and Thomas beschrieben wurde (Kendall und Thomas 1993;
Kendall et al. 1996). Auch sVEGFR-1 bindet VEGF mit hoher Affinitat und kann daher die
VEGF-induzierte Mitogenitdt verhindern. Vermutlich dient er als ein ,,Koder*-Rezeptor um
die VEGF-Verfugbarkeit zu reduzieren, und verhindert so ein Ubermalliges Wachstum der
Endothelzellen in das Gefddumen. Aulserdem neutralisiert er in die Blutbahn abgegebenes
aktives VEGF. In der Plazenta sezernierter SVEGFR-1 wird in die maternale Zirkulation
abgegeben, wo es VEGF hindet und dadurch seinen antagonistischen Effekt ausiibt (Clark et
al. 1998b). Die Prasenz eines solchen Antagonisten weist darauf hin, dass die Regulation der
VEGF-Aktion essentiell fur eine erfolgreiche Graviditét ist (Clark et al. 1998d). Dariber
hinaus vermuteten Kendall et al. (1996), dass sVEGFR-1 heterodimere Komplexe mit
VEGFR-2 bilden kann, die mdglicherweise einen dominant-negativen Effekt auf die
VEGFR-2-Signaltransduktion ausiiben koénnen. Die VEGF Signaltransduktion findet also
nicht nur durch Homodimere zwischen Rezeptoren mit voller Lange statt, sondern auch durch
Rezeptor-Heterodimere (Kendall et al. 1996). Hohe sVEGFR-1 Werte wurden in Seren und
im Fruchtwasser des Menschen als Gestations-assoziierter Faktor nachgewiesen (Banks et al.
1998; Hornig und Weich 1999). Die VEGFR-1 preemRNA kann unterschiedlich gespleif3t
werden, was in zwei Formen resultiert, einmal in der membrangebundenen Form mit voller
Lange (VEGFR-1) und zum Zweiten in der 16slichen, verkirzten Form (sVEGFR-1), welche
die extrazellulare VEGF-Bindungs g Doméne enthélt, der aber das Transmembransegment
und die Kinase Doméne fehlen (He et a. 1999; Scheidegger et al. 1999). Die sVEGFR-1
kodierende mRNA ist in vielen Endothelzellen detektierbar und wird im Trophoblasten des
Menschen stark exprimiert (Charnock-Jones 2002; Li et al. 2005). sSVEGFR-1 hat eine Grofie
von ungeféhr 110 kDa.

Damit ist sSVEGFR-1 ein endogenes Fragment eines Rezeptors, der normalerweise die
Angiogenese positiv beeinflusst, aber in dieser Form die Ligandenbindung verhindert und
somit zu einem potenten VEGF-Antagonist wird (He et a. 1999; Hornig und Weich 1999).

Tyrosinkinase-Rezeptoren
Bei den VEGF-Rezeptoren 1 und 2 handelt es sich um Transmembranproteine mit Tyrosin-
spezifischer Proteinkinaseaktivitét, und zwar um Tyrosinkinase-Rezeptoren vom Typ IlI

(Cunningham et a. 1999), die sich nach Bindung des Liganden zu Dimeren zusammenlagern
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und mittels Autophosphorylierung eine intrazelluldre Signalkaskade einleiten, die Gber eine
Konformationsénderung einer einzigen a-helikalen Transmembrandoméne vermittelt wird
(Neufeld et a. 1999). Die autophosphorylierten Tyrosinreste dienen als hochaffine
Bindestellen fir eine Reihe intrazellularer Signalproteine der Zielzelle und jedes dieser
Proteine bindet an einen anderen phosphorylierten Tyrosinrest des aktivierten Rezeptors.
Beide Rezeptoren sind glykosiliert; im Fall von VEGFR-2 ist nur die finale glykosilierte
Form fahig, als Antwort auf VEGF eine Autophosphorylierung durchzumachen (Takahashi
und Shibuya 1997). Im Gegensatz dazu ist bel VEGFR-1 eine Rezeptor-Glykosilierung nicht
essentiell fur die hochaffine Bindung von VEGF (Barleon et a. 1997).

Aufbau der Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2

Sowohl VEGFR-1 als auch VEGFR-2 haben sieben Immunglobulin-ahnliche Doménen in der
extrazelluldren Domane, eine einzelne Transmembran-Region und eine zytoplasmatische
Tyrosinkinase-Sequenz, die von einem Insert (kinase-insert domain) unterbrochen wird
(Matthews et al. 1991; Quinn et al. 1993; Ferrara und Davis-Smyth 1997). Die cDNA, die die
aternativ gespleifdte lésliche Form von Flt-1 (sFlt-1) kodiert, wurde in humanen
Endothelzellen der Nabelvenen identifiziert. Dieser Form fehlt die siebte Immunglobulin-
ahnliche Domane, die Transmembransequenz und die zytoplasmatische Doméane (Kendall und
Thomas 1993; Kendall et al. 1996).

Durch die Herstellung l6slicher Mutanten der extrazelluldren Doméne von Flt-1 stellte sich
heraus, dass die ersten drei Immunglobulin-ahnlichen Doménen fir die Erkennung von VEGF
verantwortlich sind (Davis-Smyth et al. 1996; Barleon et al. 1997).

Die zweite Immunglobulin-dhnliche Doméane beinhaltet die wichtigsten Determinanten fur die
Bindung und die Ligand-Spezifitét in den VEGF-Rezeptoren. Nach Bindung des Liganden ist
sie zudem imstande, eine Signaltransduktionskaskade einzuleiten. Eine Deletion der zweiten
Immunglobulin-&hnlichen Domane verhindert die Bindung von VEGF vdllig (Davis-Smyth et
al. 1996; Ferrara und Davis-Smyth 1997). Die dritte Immunglobulin-&hnliche Domane ist
ebenfalls notwendig fir die hochaffine Bindung der Liganden an den |6slichen Rezeptor und
die vierte Domane wird fur die VEGF-vermittelte Rezeptor-Dimerisation benttigt (Barleon et
al. 1997; Hornig und Weich 1999). In KDR (Kinase insert domain-containing region) scheint
die dritte Immunglobulin-ahnliche Domane auch eine Rolle in der Verhinderung der Bindung
von PIGF an KDR zu spielen, wdhrend VEGF an KDR binden kann (Davis-Smyth et al.
1998).



Die zweite Immunglobulin-&hnliche Doméne zeigt eine Uberwiegend hydrophobe Interaktion
mit den Polen des VEGF-Dimers (Wiesmann et al. 1997); VEGF besitzt an seiner
Bindungsstelle flnf hydrophobe Reste (Davis-Smyth et al. 1998).

Allgemein liegt die Molekularmasse von Flt-1 bei einer Grofe von 180 kDa, die von
Flk-1/KDR bei einer Grofe von 200 kDa (Klagsbrun und D'’Amore 1996). Studien an fetalen
und adulten Gewebeschnitten der Ratte zeigten, dass die hoch-affinen VEGF-Bindungsstellen
in situ im vaskuld&ren Endothel der grofen und kleinen Gefédlle lokalisiert sind.
Interessanterweise wurde VEGF nicht nur von proliferierenden, sondern auch von ruhenden
Endothelzellen gebunden (Jakeman et al. 1992; Jakeman et a. 1993). Die erste
entwicklungsgemal3e Identifikation einer hoch-affinen VEGF-Bindung war in den
Hamangioblasten der Blutinseln des Dottersacks, was darauf hinweist, dass die Expression
der VEGF-Rezeptoren eines der frihesten Ereignisse in der endothelialen Zelldifferenzierung
ist (Jakeman et al. 1993; Ferrara und Davis-Smyth 1997).

Regulation/Steuerung

Das Gefallendothel ist das Hauptziel der VEGF-Aktion. Die Expression der VEGFR-1- und
VEGFR-2-Gene ist grofdtenteils auf das vaskuldre Endothel beschrankt. Die Promotor-Region
von VEGFR-1 wurde geklont und charakterisiert und ein 1-kb Fragment der 5 -flankierenden
Region, die essentiell fur die Endothel-spezifische Expression ist, wurde identifiziert
(Morishita et al. 1995). Gleichermal3en wurde im Promotor von VEGFR-2 eine 4-kb
5 -flankierende Sequenz, die die endotheliale zellspezifische Aktivierung gewdhrt,
identifiziert (Patterson et al. 1995).

Ebenso wie bei VEGF scheint der Sauerstoffpartialdruck auch in der Regulation der VEGF-
Rezeptor-Genexpression eine wichtige Rolle zu spielen. So fihrte eine akute oder chronische
Hypoxie zu einer ausgepragten Hochregulation der VEGFR-1- und VEGFR-2-Gene im
Gefél3system der Lunge von Ratten (Tuder et al. 1995) und in der humanen Plazenta
resultierte Hypoxie/lschamie in einer erhdhten Expression von VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2
und sVEGFR-1 (Kumazaki et a. 2002; Li et al. 2005). Die Transkription von VEGFR-2 wird
von dem Transkriptionsfaktor HIF-20 (hypoxia-inducible factor-2a) reguliert (Kappel et al.
1999).

Mehrere natirlich vorkommende Proteine, wie zum Beispiel Angiostatin und Endostatin,
hemmen die Angiogenese oder wirken als Antagonisten des VEGF-Rezeptors (O'Rellly et al.
1997). Diese natdrlich vorkommenden Angiogeneseinhibitoren sind Uberwiegend
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Spaltprodukte grofierer Proteine, die selbst keine antiangiogenetische Wirkung besitzen. Viele
dieser Proteine sind Komponenten der extrazellularen Matrix (Kollagen XVIII,
Thrombospondin) oder gehdéren zum Gerinnungssystem (Plasminogen, Antithrombin [11). Die
endogenen Inhibitoren werden zum Tell durch die Wirkung von Proteasen aus den
Vorlauferproteinen freigesetzt. So ist Angiostatin ein 38-kD-Fragment des Plasminogens und
Endostatin ein 20-kD-Fragment des C-Term Fragments des Typ- XVIII-Kollagens (Sage
1997; Huynh-Do 2006). Angiostatin beispielsweise hat eine starke antiproliferative Wirkung
auf Endothelzellen (Zygmunt et al. 2003).

VEGF-Determinanten flr die Flt-1 und KDR-Bindung

Die bindungsvermittelnden Determinanten von VEGF, die die Bindung an VEGFR-1 und
VEGFR-2 vermitteln, wurden mittels einer zielgerichteten Mutagenese lokalisiert (Keyt et al.
1996a; Ferrara und Davis-Smyth 1997). Dabei stellte sich heraus, dass Arginin®, Lysin® und
Histidin®, die in einer Haarnadel-Schlaufe angeordnet sind, entscheidend fiir die Bindung an
KDR sind, wahrend negativ geladene Reste wie Asparagin®, Glutamin® und Glutamin® in
erster Linie fur die Flt-1-Bindung verantwortlich sind. Diese Bindungsdomanen sind an
gegenuberliegenden Enden des VEGF-Monomers lokalisiert. Im reifen VEGF-Dimer sind die
Monomere in einer Uberschlégigen , Kopf-zu-Schwanz* Art und Weise (mit einer grof3en
Uberschneidung) tber zwei Disulfidbriicken verbunden und formen ein antiparalleles
Homodimer, so dass sich die Haupt-V EGFR-2-Bindungsdomanen an den gegentiberliegenden
Enden des Molekils als die Haupt-V EGFR-1-Bindungsdoméanen befinden (Keyt et al. 1996b;
Muller et al. 1997; Neufeld et al. 1999). Hierbei formiert sich ein Uberschneidungsbereich,
mit dem beide VEGF-Rezeptoren interagieren (Wiesmann et al. 1997; Neufeld et al. 1999).
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Abbildung 1: Die Interaktionen von VEGF mit seinen Signal Ubertragenden Tyrosinkinase-
Rezeptoren. A: Interaktionen von VEGF mit den Bindungsstellen von VEGFR-1; B:
Interaktionen von VEGF mit den Bindungsstellen von VEGFR-2. Das antiparallele VEGF-
Homodimer ist Uber Disulfidbriicken (orange) verbunden. Die Hauptgruppen der VEGF
Aminosauren, die VEGFR-1 binden, sind an einem Ende des VEGF-Monomers (A)
lokalisiert, die Hauptgruppen der VEGF Aminosauren, die VEGFR-2 binden, sind am
gegeniberliegenden Pol des VEGF-Monomers (B) lokalisiert (modifiziert nach Neufeld et al.
1999).

Gen Knockout-Studien

Studien an Knockout-M&usen zeigten, dass sowohl Flt-1 als auch FIk-1/KDR essentiell fur die
normale Entwicklung des embryonalen Gefél3systems sind. So kam es beispielsweise zum
intrauterinen Fruchtod von Mauseembryonen zwischen Tag 8,5 p.c. und Tag 9,5 p.c., die
homozygot fur eine Zielmutation im Flt-1-Lokus waren (Fong et al. 1995). Endothelzellen
entwickelten sich sowohl in embryonalen als auch in extraembryonalen Gebieten, waren aber
nicht imstande, sich in normale Gefél3kanéle zu organisieren, was darauf schlief3en lasst, dass
Flt-1 essentiell fur die Organisation des embryonalen Gefél3systems ist, nicht aber fir die
Endothel zell-Differenzierung (Klagsbrun und D'Amore 1996). Es zeigte sich, dass der
primére Defekt in VEGFR-1 Knockout-Mausen in einer erhthten Anzahl endotheliaer
Vorléauferzellen besteht, wohingegen die Formation disorganisierter Gefal3kandle ein
sekundarer Effekt ist (Fong et al. 1999). Inaktivierung des FIk-1-Gens von Mé&usen fihrte zu
einem Ausbleiben der Vaskulogenese und der Entwicklung von Blutinseln, was zum
intrauterinen Tod zwischen Tag 8,5 p.c. und Tag 9,5 p.c. fuhrte (Shalaby et a. 1995). Die
Inaktivierung des VEGF-Gens in Mé&usen resultierte in der embryonalen Letalitdt der
heterozygoten Embryos zwischen Tag 11 p.c. und 12 p.c., welche mdglicherweise mit
dramatischen kardiovaskuléren Defekten der Embryonen assoziiert sind.

Heterozygote VEGF-Gen Knockout-Mauseembryos, die VEGF zwar exprimieren, aber auf
einem reduzierten Level, weisen die gleichen Defekte in fetaler und plazentarer Angiogenese
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auf wie homozygote VEGF-Gen Knockout-Mé&use. Daraus wurde geschlossen, dass VEGF
einen Schwellenwert erreichen muss, damit eine normale Gefalientwicklung stattfinden kann
(Carmeliet et al. 1996; Ferraraet a. 1996).

Zudem erzeugten Carmeliet et al. (1999) eine Knockout-Maus, die ausschliefdlich VEGF 120
exprimiert. Fiinfzig Prozent dieser Mause starben kurz nach der Geburt, die Uberlebenden
zeigten eine beeintrdchtigte myokardiale Kontraktilitdt, Herzvergrofierungen, defekte
Angiogenese und ischamischer Kardiomyopathie und starben innerhalb der folgenden zwei
Wochen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Wirkung der heparinbindenden VEGF-
Isoformen nicht durch VEGF 120 ersetzt werden kann (Carmeliet et al. 1999). Nicht nur
VEGF Defizite sind letal, auch ein VEGF Uberschuss kann zu Defekten fiihren. Gaben von
rekombinantem VEGF an tréachtige Mause fuhrten zu einem Anstieg der Resorptionsfrequenz,
einem Abfall des Embryonalgewichts sowie Plazentahdmorrhagien. Dementsprechend ist das
Niveau von bioaktivem VEGF von entscheidender Wichtigkeit in der Regulation des
Gefalwachstums und der Funktion wéhrend embryonaler und plazentarer Entwicklung (He et
al. 1999; Charnock-Jones 2002).

Weitere Bindungsstellen

Als weitere spezifische Bindungsstellen fir VEGF-A Subtypen wurden die Rezeptoren NP-1
und NP-2 (neutrophil-derived platelet activator-spezifische transmembrandre Typ | und 1l
Rezeptoren) nachgewiesen. NP-1 ist ein Isoform-spezifischer VEGF-Rezeptor und bindet
VEGF 165 (Soker et al. 1998), NP-2 bindet VEGF 165 und VEGF 145 (Stouffer et a. 2001).
Dabei fungiert NP-1 als ein Ko-Rezeptor von VEGFR-2 (Neufeld et a. 1999), und wenn sie
in Zellen koexprimiert werden, verbessert NP-1 die Bindung von VEGF 165 an VEGFR-2
und die VEGF 165-vermittelte Chemotaxis. Umgekehrt flhrt eine Blockierung der Bindung
von VEGF 165 an NP-1 dazu, dass die Bindung an VEGFR-2 ebenfalls verhindert wird und
dadurch die mitogene Aktivitéat auf Endothelzellen. NP-1 prasentiert VEGFR-2 VEGF 165
auf eine Weise, die die Effektivitdt der KDR-vermittelten Signaltransduktion erhéht (Ferrara
2001; Ferrara und Gerber 2001).

38



Flk-1/
KDR

7

VEGF-C/
< yrp >

VEGF-D

<4+— VEGF-B

\

Abbildung 2: Das Diagramm illustriert die Interaktionen von VEGF und VEGF-&hnlichen
Molekilen mit den drei bekannten Mitgliedern der Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren mit
sieben Immunglobulin-hnlichen Domanen in der extrazellul&ren Doméne. VEGF interagiert
mit Flt-1 und KDR; PIGF bindet nur Flt-1 und VEGF-C/VRP bindet mit hoher Affinitat an
Flt-4. VEGF-B bindet an Flt-1 und Ft-4, VEGF-D interagiert mit Flk-1 und Ft-4 und
VEGF-E bindet lediglich an Flk-1(modifiziert nach Ferrara, Davis-Smyth 1997).

1.3.3 Bedeutung des vascular endothelial growth factor (VEGF) fur die plazentare
Angiogenese

Bei der plazentaren Neovaskularisation handelt es sich um einen physiologischen Prozess, der
durch einen initialen dramatischen Gefél3anstieg durch Angiogenese auf der maternalen Seite
und Vaskulogenese auf der fetalen Seite gekennzeichnet ist (Risau 1997). VEGF und seine
Rezeptoren wurden bereits in verschiedenen Plazentationstypen nachgewiesen und mit
Angiogenese und Trophoblastinvasion in Zusammenhang gebracht (Clark et al. 1996; Das et
al. 1997; Watanabe et al. 1998; Winther et al. 1999a; Yi et al. 1999; Bogic et al. 2001,
Charnock-Jones et al. 2001; Winther und Dantzer 2001; Pfarrer et a. 2006). Die Angiogenese
ist ein Schllsselereignis fur alle proliferativen Prozesse im Uterus und wird sowohl fur die
plazentare als auch fetale Entwicklung benctigt. Diese essentielle Bedeutung wurde in
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Studien mit Knockout-Mé&usen (Carmeliet et al. 1996) sowie an Plazenten von in vitro
produzierten oder aus somatischen Zellen geklonten Feten demonstriert (Hill et a. 2000).
Hier ist von Interesse, dass bei Spezies und Rassen mit einer besonders grofien Zahl von
Embryonen beziehungsweise Feten eine erhdhte Vaskularisierung des Endometriums
beobachtet wird (Biensen et al. 1998). Zum Beispiel sind bel Ferkeln, die auf plazentare
Effizienz selektiert werden, die mRNA Gehalte fir VEGF und VEGFR-1 erh6ht und der
Durchmesser der plazentaren Blutgefalde vergrofRert (Vonnahme und Ford 2004). VEGF und
seine Rezeptoren sind in der Plazenta nicht nur in Endothelzellen, sondern z.B. beim Nerz
auch im Epithel des Endometriums und der Drisen sowie im Trophoblasten lokalisiert
(Winther und Dantzer 2001). VEGF wirkt dabei auto- und/oder parakrin auf die
Endothelzellen und regt das Gefal3wachstum in der Plazenta an. In einer Studie der
Arbeitsgruppe wurden VEGF und seine Rezeptoren wdahrend der eingeschrankten
Trophoblastinvasion des Rindes demonstriert (Pfarrer et al. 2006). Die Bedeutung einer
funktionierenden, adaquaten Nahrstoff- und Substratversorgung fir die normale intrauterine
Entwicklung des Fetus und die Auswirkungen einer gestorten uterinen Blutzufuhr (erhohte
perinatale Morbiditdt und Mortalitét) wurde unter anderem in vorangegangenen Arbeiten im
Zentrum fUr Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitatsklinikums gezeigt (Zygmunt
et al. 2003).

Aus der Gruppe der Fleischfresser wurde bislang nur der Nerz untersucht. Lopes et al. (2003)
haben die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren Flt-1 und KDR wéhrend der
Periimplantationsperiode im Nerz studiert, einer Spezies, die physiologisch eine verzogerte
Implantation (embryonale Diapause) aufweist. Die Untersuchungen zeigten die hdchste
MRNA Expression der VEGF-1soformen 120, 164 und 188 wéahrend der spaten embryonalen
Aktivitdt und der Implantation. Das VEGF-Protein war im Drisenepithel in allen Phasen der
Implantation vorhanden, wahrend es im luminalen Epithel wahrend der Diapause fehite. Der
invasive Trophoblast des implantierten Embryos zeigte eine besonders intensive
Immunreaktion. Der hohe Gehalt an VEGF mRNA in pseudograviden Uteri weist darauf hin,
dass die VEGF-Hochregulierung wéahrend der Implantation eher von maternalen als von
fetalen Faktoren abhangt. Ebenso steigt das Vorkommen der VEGF Rezeptoren Flt-1 und
KDR im Uterus wahrend der Implantation, nicht aber in den Uteri pseudogravider Tiere.
Dieses deutet darauf hin, dass der Embryo in der Lage ist, die Rezeptorexpression zu
regulieren. Die raumlich und zeitlich regulierte Kolokalisation von VEGF und Flt-1 sowie
VEGF und KDR in der definitiven Plazenta des Nerzes lasst auf unterschiedliche Funktionen
der Rezeptoren schlief3en und die Anwesenheit in Nicht-Endothelzellen unterstellt weitere
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Funktionen des VEGF Systems, besonders im Hinblick auf Zelldifferenzierung und
Gefalypermeabilitét (Winther und Dantzer 2001).

1.4 Zielsetzung der Studie

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die Expression von vascular endothelial growth factor
(VEGF) und seinen Rezeptoren Flt-1 (VEGFR-1) und KDR (VEGFR-2) in der
endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze nachzuweisen. Durch den Zuchtfortschritt
und den zunehmenden Einsatz von neuen Techniken der Reproduktion wird die detaillierte
Kenntnis der physiologischen Verhédltnisse in der Trachtigkeit bei Hund und Katze immer
interessanter. Aus ethischen Griinden sind Materialentnahmen aber nur selten zu vertreten. Da
sich die Plazenten in anatomisch-histologischer Hinsicht vom héufig untersuchten, nahe
verwandten Nerz unterscheiden, sind die Ergebnisse der Studien zum Nerz nur eingeschrankt
auf den Hund und die Katze zu Ubertragen. Die Forschungsarbeit soll Uber den
Zusammenhang von Vaskularisierung, VEGF Expression und dessen Rolle in der plazentaren
Angiogenese der endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze Aufschluss geben. Von
besonderem Interesse sind weiterhin das Invasionsverhaten der Trophaoblastzellen und die
Charakterisierung der Deziduazellen.

Hierfir sollen VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 auf Protein- und
MRNA-Ebene nachgewiesen werden, und zwar mit Hilfe der Immunhistochemie und dem
Western Blot im ersten Schritt sowie der RT-PCR, Rea Time RT-PCR und in situ
Hybridiserung im zweiten Schritt. Erforderliche Vorarbeiten umfassen die
immunhistochemische Identifikation der unterschiedlichen Zellpopulationen und der

Invasionsstadien mit Markern fir zytoskel etale Filamente.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die untersuchten Plazenten stammen von insgesamt 23 Katzen und 43 Hunden. Die Plazenten
wurden im Rahmen von Kastrationen gesunder, tréchtiger Tiere entnommen. Dabel wurde ein
Teil der Kastrationen in der Klinik fr Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Grol3-
und Kleintiere mit Tierdrztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitdt Giessen (KGGA
Giessen) durchgefihrt, einige Kastrationen erfolgten in der Tierarztlichen Praxis Dr. med. vet.
U. Linzer in Koblenz und der Grofdteil des durch Kastrationen gewonnenen Materials stammt
aus der ClinicaVeterinaria S.M. in Faro, Portugal.

Des weiteren war ein Teil des Materials bereits im Institut fur Veterindranatomie, -Histologie
und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitdt Giessen vorhanden und ein weiterer Teil der
in Paraffin eingebetteten Gewebeproben stammt aus der Universitét von Sao Paulo, Brasilien.

Das Graviditatsstadium war bei einem Teil der Tiere bekannt, in den meisten Féllen wurde
dieses anhand des Entwicklungsstadiums der Feten und der histologischen
Gewebeuntersuchung ermittelt. Die Einteilung des Graviditdtsstadiums erfolgte in drei
Kategorien: erstes Drittel, zweites Drittel und letztes Drittel der Graviditét.
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Tabelle 2a: Plazentaproben des Hundes, geordnet nach dem Trachtigkeitsstadium

Praparat Trachtigkeitsstadium Bezugsquelle

Hd Plac 736/00lila Erstes Drittel V eterinéranatomie

Hd Plac 2/05 10 d Gest (Gestation) Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 3/05 10 d Gest Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 4/05 21 d Gest Universitdt von Sao Paulo,
Brasilien

Hd Plac 5/05 21 d Gest Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 44/05 Erstes Drittel, recht frih Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 45/05 Erstes bis zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 48/05 Erstes Drittel, frih Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 49/05 Erstes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 50/05 Erstes (bis zweites) Drittel Clinica Veterinaria SM.,
Portugal

Hd Plac LB15 Erstes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac LB22 Erstes Drittel, sehr frih Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac LB26 Erstes bis zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 745/00A Zweites Drittel V eterinéranatomie

Hd Plac 7/05 40 d Gest Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 8/05 40 d Gest Universitdt von Sao Paulo,
Brasilien

Hd Plac 47/05 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 84/05 Zweites bis eher letztes|Clinica Veterinaria S.M.,

Drittel Portugal

Hd Plac 85/05 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 86/05 Zweites bis letztes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 87/05 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 88/05 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 89/05 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 215/05 LB3 31d Gest KGGA, Giessen

Hd Plac 216/05 LB3 31d Gest KGGA, Giessen




Hd Plac 220/05 LB3 31d Gest KGGA, Giessen

Hd Plac 221/05 LB3 31 d Gest KGGA, Giessen

Hd Plac 129/06 LB4 Erstes bis zweites Drittel Tierarztliche Praxis, Koblenz

Hd Plac 131/06 LB4 Erstes bis zweites Drittel Tierérztliche Praxis, Koblenz

HdPlac LB9 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

HdPlac LB18 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac LB27 Zweites bis |etztes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac LB29 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac 9/05 45 d Gest Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 10/05 45 d Gest Universitdt von Sao Paulo,
Brasilien

Hd Plac 11/05 50 d Gest Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 12/05 50 d Gest Universitdt von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac 13/05 50 d Gest Universitdt von Sao Paulo,
Brasilien

Hd Plac 14/05 55 d Gest Universitdt von Sao Paulo,
Brasilien

Hd Plac 15/05 55 d Gest Universitdt von Sao Paulo,
Brasilien

Hd Plac 16/05 55 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Hd Plac LB12 Letztes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac LB24 In Geburt!!! Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Hd Plac LB25 Letztes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

HdPlac Amy T58 58 d Gest KGGA, Giessen

Hd Plac Kimba T60 60 d Gest KGGA, Giessen

Hd Plac 1SentaT61 61 d Gest KGGA, Giessen




Tabelle 2b: Plazentaproben der Katze, geordnet nach dem Tréachtigkeitsstadium

Praparat Trachtigkeitsstadium Bezugsquelle

Ktz Plac 22/04 20 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 23/04 20 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 132/06 LB5 Erstes Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac 134/06 LB5 Erstes Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac 144/06 LB7

Erstes Drittdl, frih

Tierarztliche Praxis, Koblenz

Ktz Plac 145/06 LB7

Erstes Drittel, frih

Tierdrztliche Praxis, Koblenz

Ktz Plac LB13 Erstes Drittel ? Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Ktz Plac LB19 Erstes Drittel, frih Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Ktz Plac LB20 Erstes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Ktz Plac 408/00A Zweites Drittel Veterindranatomie

Ktz Plac 409/00A Zweites Drittel V eterindranatomie

Ktz Plac 207/01A Erstes bis zweites Drittel V eterindranatomie

Ktz Plac 24/04 30 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 25/04 30 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 26/04 40 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 27/04 40 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 59/05 LB1 3-4Wo KGGA, Giessen

Ktz Plac 60/05 LB1 3-4Wo KGGA, Giessen

Ktz Plac 73/05 LB1 3-4Wo KGGA, Giessen

Ktz Plac 74/05 LB1 3-4Wo KGGA, Giessen

Ktz Plac 194/05 LB2 Zweites Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac 195/05 LB2 Zweites Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac 206/05 LB2 Zweites Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac 207/05 LB2 Zweites Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac LB16 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Ktz Plac LB28 Zweites Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Ktz Plac 199/01A L etztes Drittel V eterindranatomie

Ktz Plac 28/04 60 d Gest Universitdét von S&o Paulo,
Brasilien

Ktz Plac 152/06 LB8 L etztes Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac 153/06 LB8 L etztes Drittel KGGA, Giessen

Ktz Plac LB10 Kurz vor Geburt Clinica Veterinaria S.M.,

Portugal
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Ktz Plac LB14 Letztes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

Ktz Plac LB17 Letztes Drittel Clinica Veterinaria S.M.,
Portugal

2.1.1 Entnahme und Préaparation der Proben

Nach der Entnahme der Uteri im Rahmen von Kastrationen wurden diese schnellstmdglich
prépariert. Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden die Gewebeproben
weitgehend steril entnommen und in steriler Alufolie in flissigem Stickstoff schockgefroren
oder sie wurden in RNAlater® uberfuhrt. Anschlief3end wurden diese Proben bis zu ihrer
weiteren Verarbeitung bel -80°C gelagert.

Fir die immunhistologischen Methoden wurden mit dem Skalpell Gewebeproben mit einer
Grofe von ca. 1 cm Lange x 1 cm Breite x 0,5 cm Tiefe aus mehreren Fruchtkammern
herausgeschnitten. Diese Proben wurden 24 Stunden in Formalin fixiert und dann 3x im
Abstand von ca. 10 Minuten in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen und 2-
3 Tage lang mehrmals téglich in PBS gesptilt. Daraufhin wurden die Proben fir 24 Stunden in
50%igen Ethanol und dann fur mindestens 24 Stunden in 70%igen Ethanol Uberfuhrt.

Nach dem Aufenthalt in 70%igem Ethanol wurden die Proben in 3 x 2 x 2 grof3e
Biopsiekorbchen verbracht und mit einem Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomat (TP1050,
Leica, Bensheim) entwassert und nach Xylol-Infiltration mit Paraffin durchtrankt. Die

Entwasserung und Paraffinisierung des Gewebes geschieht nach folgendem Programm:

e 2 Stunden Ethanol 80 %

e 2 Stunden Ethanol 96 %

¢ 3 Stunden Ethanol 100 %

e 3 Stunden Ethanol 100 %

e 3 Stunden Ethanol 100 %

e 1 Stunde Xylol

e 45 Minuten Xylol

e 45 Minuten Xylol

e 40 Minuten Paraffin mit 59°C
e 40 Minuten Paraffin mit 59°C
e 40 Minuten Paraffin mit 59°C
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Nach der Paraffinisierung wurden die Proben mit einer Ausbettstation (EG 1160, Leica) in 3 x
2 X 2 cm grofden Stahlformen mit 60°C warmem Paraffin in Blocke gegossen und zur
AbkUhlung und Hartung des Paraffins wurden die Formen auf die Kihlplatte des Gerétes

gelegt.

2.2 Methoden

Im Anhang befinden sich die Ansétze fir die verwendeten L ésungen und Puffer.

2.2.1 Immunhistochemische Untersuchungen

2.2.1.1 Vorbemerkungen

Von den in Paraffin eingebetteten Plazentaproben wurden 4 um dicke Gewebeschnitte
angefertigt und in einem 37°C warmen Wasserbad auf SuperFrost® Plus Objekttrager
(R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik, Teningen) aufgezogen.

2.2.1.2 Verwendete Antikorper

Es wurden folgende Priméar-Antikorper verwendet:
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Tabelle 3: Verwendete Primér-Antikorper

Antikorper/ Klon Isotyp Herkunft Hersteller Verdinnung
Code

Anti-Human | 1A4 1gG2a, Maus DakoCytomation | 1:100

Smooth kappa

Muscle Actin Monoklonal

M 0851

Cytokeratin | Wide Polyklonal |Kaninchen |DakoCytomation |1:300 (Hd)

20622 Spectrum (Rabbit 1:400 (Ktz)

Screening Anti-Cow)

Anti- 3B4 1gG2a, Maus DakoCytomation | 1:100

Vimentin kappa

M 7020 M onoklonal

VEGF (A-|Polyklonal | Polyklonal |Kaninchen |SantaCruz 1:300

20): sc-152 Biotechnology

Flt-1 (C-17): | Polyklonal | Polyklonal | Kaninchen |Santa Cruz 1:300 (Hd)

sc-316 Biotechnology | 1:400 (Ktz)

Flk-1 (C-20): | Polyklonal | Polyklonal | Kaninchen |Santa Cruz 1:300

sc-315 Biotechnology

2.2.1.3 Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC)-Methode

Diese Farbemethode basiert auf der hohen Affinitdt von Avidin far Biotin. Ein weiterer
Vortell dieser Methode liegt darin begrindet, dass Avidin vier Bindungsstellen fur Biotin
besitzt. Dadurch kdnnen sich bis zu vier Biotinmolekule an ein Avidinmolekil anlagern, was
das zu erzielende Signal verstéarkt. Das zu bestimmende Antigen wird durch den jeweiligen
Primérantikorper gebunden und mit einem biotinylierten Sekundérantikdrper, welcher die
speziesspezifischen Antigene des Primérantikorpers detektiert, inkubiert. Im darauffolgenden
Schritt wird ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex zugegeben. Die freien
Stellen des Avidins binden an das Biotin des Sekundarantikdrpers und somit befindet sich die
Peroxidase genau an der Stelle des gesuchten Antigens. Mit einem geeigneten Chromogen
wird dann die Lokalisation der Peroxidase sichtbar gemacht. Die ABC-Methode wurde
erstmals von Hsu et al. (1981) beschrieben.

2.2.1.4 Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-Methode

Man bezeichnet diese Methode auch als unmarkierte Antikoérpermethode, erstmals wurde sie
von Cordell et al. (1984) beschrieben. Diese immunhistochemische Farbemethode verwendet
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einen bereits gebildeten 16slichen Enzym/ Anti-Enzym-Immunkomplex. Um diesen |6slichen
Komplex zu erhalten, mischt man ein Enzym- die alkalische Phosphatase (AP)- und ein gegen
das Enzym gerichtetes Antiserum (,Antienzym“)- die anti-Alkalische Phosphatase. Um
diesen Immunkomplex, in diesem Fall als APAAP-Komplex bezeichnet, zu erhalten, wird das
Enzym im Uberschuss zugegeben und sich eventuell bildende Prézipitate werden entfernt.

Der Name ,unmarkierte Antikérpermethode® beruht darauf, dass der Sekundarantikorper
nicht konjugiert ist, sondern sich mit seinen beiden Fab-Fragmenten jeweils gegen die
speziesspezifischen Antigene des Primérantikdrpers und gegen die des Enzym-lmmun-
Komplexes richtet. Somit fungiert er als ein Bindeglied zwischen dem Priméarantikorper und
dem Komplex. Aufgrund dessen spricht man auch von einem Briickenantikorper.
Dementsprechend missen der Primérantikorper und der Antikorper des Enzym-Immun-
Komplexes aus derselben Spezies stammen, und der Sekundérantikorper muss gegen die
Immunglobuline derjenigen Spezies gerichtet sein, aus der sowohl der Primérantikorper as
auch der Antikorper des Enzym-Immun-Komplexes stammen. Meistens ist der
Primérantikorper ein muriner monoklonaler Antikérper und der APAAP-Komplex en
muriner  monoklonaler APAAP-Komplex. Um mit dieser Methode auch
immunhistochemische Nachweise mit polyklonaen Priméarantikdrpern durchfthren zu
kodnnen, muss ein Zwischenschritt eingefligt werden. Vor dem Auftragen des eigentlichen
Sekundérantikorpers, , mausifiziert® man den Primérantikorper. Das bedeutet, dass sich ein
muriner monoklonaler Antikorper, welcher sich gegen den Priméarantikorper richtet, an diesen
bindet. Durch diesen Schritt werden dem Primérantikérper mausspezifische Antigene
angehangt, so dass er im nachsten Schritt von dem Sekundarantikorper als ein muriner

Antikorper erkannt wird.

2.2.1.5 ImmPRESS™ Detection System (Anti-Mouse Ig Peroxidase) von Linaris

Das IMmPRESS™ Detektionssystem basiert auf einer neuen Methode polymerisierender
Enzyme und auf der Anhaftung dieser Polymere an Antikorper. Der Ansatz dieser Methode
liegt darin, ,,Mikropolymere" aus Enzymen zu formen, um Fehler zu vermeiden, welche bei
der Verwendung grofl3er Dextrane oder anderer Makromoleklle auftreten. Heftet man ein
einzelnes ,, Mikropolymer“, welches eine hohe Dichte sehr aktiver Enzyme besitzt, an einen
Sekundérantikorper, erhélt man ein Reagenz, dass einerseits die Fahigkeit besitzt, raumliche
Beeintrachtigungen zu Uberwinden, andererseits besitzt es auch eine erhthte Zuganglichkeit

zur Zielstruktur. Als Resultat erreicht man eine besondere Sensitivitdt und Signalstarke. Ein
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weiterer Vorteil des ImMmPRESS™ Reagenz ist eine geringe Hintergrundfarbung. Die

Elimination eines grofen Tragermolekiils erlaubt eine bessere Diffusion des Reagenz zu den

Zielstellen und eine Reduktion unspezifischer Bindungen. Das ImmPRESS™ Reagenz

besteht aus hochreinen, auf Affinitét gereinigten Sekundérantikorpern, welche mit einem

einzelnen ,, Mikropolymer* einer besonders aktiven Peroxidase gekoppelt sind.

2.2.16
Vimentin

Immunhistochemische Protokolle zum Nachweis von Aktin, Zytokeratin und

Tabelle 4: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von Aktin (ABC-Methode)

Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aqua dest. 5min
3. Spilen PBS 3x 5min Ruttler
4. Blockieren 0,3% Hx0zin 30 min Ruttler, RT
eiskaltem Methanol
5. Spilen PBS 2x 5 min Rttler
6. Permeabilisieren Blockpuffer 5min
(PBS/BSA/TritonX)
7. Proteinblock 5% Pferdeserumin |30 min Feuchte Kammer
Blockpuffer
8. Inkubieren Primarantikorper in | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer (1:100)
2. Tag
9. Spulen PBS 3x 5min Ruttler
10. Inkubieren Sekundarantikorper |30 min Feuchte Kammer, RT
(biotin. anti-
Maus/anti-Kaninchen)
Universal-AK 1:100
11. Spilen PBS 3x 5min Ruttler
12. Inkubieren ABC-Elite-Kit 40 min Feuchte Kammer, RT
(Vectastain)
13. Spilen PBS 3x5min Ruttler
14. Detektieren AEC-L6sung 5-30 min Feuchte Kammer, RT
(Peroxidase Reaktion beobachten!
Substratkit)
15. Spilen Aqua dest. 3x5min Ruttler
16. Gegenfarben Hamatoxylin 10 sec Objekttrager
17. Wassern Flieflendes Wasser 10 min
18. Eindeckeln Glyzeringelatine
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Tabelle 5: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von Zytokeratin und Vimentin

(ABC-Methode)

Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwaéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aquadest. 5min
3. Spulen PBS 5min Rttler
4. Epitop freilegen In Zitratpuffer kochen | 20 min 95-100°C
5. Spiilen PBS 3x 5min Rattler
6. Blockieren 0,3% H,02in 30 min Rttler, RT
eiskaltem Methanol
7. Spulen PBS 2x5min Ruttler
8. Permeabilisieren Blockpuffer 5min
(PBS/BSA/TritonX)
9. Proteinblock 5% Pferdeserumin |30 min Feuchte Kammer
Blockpuffer
10. Inkubieren Primarantikorper in - | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer
(Zytokeratin: Hd
1:300, Ktz 1:400;
Vimentin 1:100)
2. Tag
11. Spilen PBS 3x5min Ruttler
12. Inkubieren Sekundérantikorper | 30 min Feuchte Kammer, RT
(biotin. anti-
Maug/anti-Kaninchen)
Universal-AK 1:100
13. Spilen PBS 3x 5min Rattler
14. Inkubieren ABC-Elite-Kit 40 min Feuchte Kammer, RT
(Vectastain)
15. Spilen PBS 3x 5min Ruttler
16. Detektieren AEC-L0Osung 5-30 min Feuchte Kammer, RT
(Peroxidase Reaktion beobachten!
Substratkit)
17. Spulen Aqua dest. 3x 5min Ruttler
18. Gegenférben Ha&matoxylin 10 sec Objekttrager
19. Wassern Flieflendes Wasser 10 min
20. Eindeckeln Glyceringelatine
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2217

Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2

Immunhistochemische Protokolle zum Nachweis von VEGF und dessen

Tabelle 6: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von VEGF (ABC-Methode)

Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aqua dest. 5min
3. Spulen PBS 5min Ruttler
4. Epitop freilegen In Zitratpuffer kochen | 20 min 95-100°C
5. Spulen PBS 3Xx 5min Ruttler
6. Blockieren 0,3% H,0:in 30 min Ruttler, RT
eiskaltem Methanol
7. Spulen PBS 2x 5 min Rttler
8. Permeabilisieren Blockpuffer 5min
(PBS/BSA/TritonX)
9. Proteinblock 5% Pferdeserumin |30 min Feuchte Kammer
Blockpuffer
10. Inkubieren Primarantikorper in | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer (1:300)
2. Tag
11. Spulen PBS 3x 5min Ruttler
12. Inkubieren Sekundérantikorper | 30 min Feuchte Kammer, RT
(biotin. anti-
Maus/anti-Kaninchen)
Universal-AK 1:100
13. Spilen PBS 3x 5min Ruttler
14. Inkubieren ABC-Elite-Kit 40 min Feuchte Kammer, RT
(Vectastain)
15. Spilen PBS 3x5min Ruttler
16. Detektieren AEC-L6sung 5-30 min Feuchte Kammer, RT
(Peroxidase Reaktion beobachten!
Substratkit)
17. Spllen Aqua dest. 3x5min Ruttler
18. Gegenférben Hamatoxylin 10 sec Objekttrager
19. Wassern Flieflendes Wasser 10 min
20. Eindeckeln Glyceringelatine
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Tabelle 7: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von VEGF (APAAP-Methode)

Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aqua dest. 5min
3. Spulen TRIS-Puffer 5min Ruttler
(s.Anhang)
4. Epitop freilegen In Zitratpuffer kochen | 20 min 95-100°C
5. Spiilen TRIS 3x 5min Ruttler
6. Blockieren 20%ige Essigsaure 15-20 sec 4°C
7. Spulen TRIS 2X 5 min Rattler
8. Proteinblock Blockpuffer 30-60 min Feuchte Kammer
9. Spulen TRIS 3x 5min Ruttler
10. Inkubieren Primérantikorper in -~ | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer (1:300)
2. Tag
11. Spilen TRIS 3x5min Ruttler
12. ,Mausifizierung” | Mouse-anti-rabbit 45 min Feuchte Kammer, RT
1.50in TRIS
13. Spilen TRIS 3x 5min Rttler
14. Inkubieren Rabbit-anti-mouse 45 min Feuchte Kammer, RT
1.50in TRIS
15. Spilen TRIS 3x 5min Ruttler
16. Detektieren APAAP-Komplex 45 min Feuchte Kammer, RT
1:50in TRIS
17. Spllen TRIS 3x5min Ruttler
18. Farben Fuchsin-L 6sung 1-30 min
Reaktion beobachten!
19.Spiilen Aqua dest. 3x 5min Rttler
20. Gegenférben Ha&matoxylin 10 sec Objekitrager
21. Wassern Flief3endes Wasser 10 min
22. Eindeckeln Glyceringelatine
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Tabelle 8: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von VEGF (ImmPRESS™

Detection System)
Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwaéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aquadest. 5min
3. Spulen PBS 5min Rttler
4. Epitop freilegen In Zitratpuffer kochen | 20 min 95-100°C
5. Spiilen PBS 3x 5min Rattler
6. Blockieren 0,3% H,02in 30 min Rttler, RT
eiskaltem Methanol
7. Spulen PBS 2x5min Ruttler
8. Permeabilisieren Blockpuffer 5min
(PBS/BSA/TritonX)
9. Proteinblock 5% Pferdeserumin |30 min Feuchte Kammer
Blockpuffer
10. Inkubieren Primarantikorper in - | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer (1:300)
2. Tag
11. Spilen PBS 3x 5min Rttler
12. ,Mausifizierung” | Mouse-anti-rabbit 45 min Feuchte Kammer, RT
1:50in PBS
13. Spilen PBS 3x5min Ruttler
14. Inkubieren ImmPRESS™ 30 min Feuchte Kammer, RT
Detection System
Anti-Mouse Ig
Peroxidase
15. Spulen PBS 3x 5min Ruttler
16. Detektieren AEC-L6sung 5-30 min Feuchte Kammer, RT
(Peroxidase Reaktion beobachten!
Substratkit)
17. Spulen Aqua dest. 3x 5min Ruttler
18. Gegenférben Hamatoxylin 10 sec Objekttrager
19. Wassern Flieffendes Wasser 10 min
20. Eindeckeln Glyceringelatine

Dieses Protokoll fur VEGF nach dem ImmPRESS™ Detection System hat sich letztendlich
als das Beste erwiesen und wurde fir die Auswertung herangezogen.




Tabelle 9: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von VEGFR-1 (ABC-Methode)

Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aqua dest. 5min
3. Spulen PBS 5min Ruttler
4. Epitop freilegen In Zitratpuffer kochen | 20 min 95-100°C
5. Spllen PBS 3x5min Ruttler
6. Blockieren 0,3 % H,0:in 30 min Rttler, RT
eiskaltem Methanol
7. Spulen PBS 2X 5 min Ruttler
8. Permeabilisieren Blockpuffer 5min
(PBS/BSA/TritonX)
9. Proteinblock 5% Pferdeserumin |30 min Feuchte Kammer
Blockpuffer
10. Inkubieren Primérantikorper in -~ | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer (Hd
1:300, Ktz 1:400)
2. TAG
11. Spilen PBS 3x 5min Rttler
12. Inkubieren Sekundarantikorper |30 min Feuchte Kammer, RT
(biotin. anti-
Maus/anti-Kaninchen)
Universal-AK 1:100
13. Spilen PBS 3x5min Ruttler
14. Inkubieren ABC-Elite-Kit 40 min Feuchte Kammer, RT
(Vectastain)
15. Spulen PBS 3x 5min Ruttler
16. Detektieren AEC-L6sung 5-30 min Feuchte Kammer, RT
(Peroxidase Reaktion beobachten!
Substratkit)
17. Spulen Aqua dest. 3x 5min Ruttler
18. Gegenférben Hamatoxylin 10 sec Objekttrager
19. Wassern Flieffendes Wasser 10 min
20. Eindeckeln Glyceringelatine
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Tabelle 10: Immunhistochemisches Protokoll zum Nachweis von VEGFR-2 (ImmPRESS™

Detection System)
Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
1. Tag
1. Entparaffinieren Xylol 5min 60°C
Xylol 5min Raumtemperatur (RT)
2. Entwaéssern Abs. Ethanol 5min
96 % Ethanol 5min
80 % Ethanol 5min
70 % Ethanol 5min
Aquadest. 5min
3. Spulen PBS 5min Rttler
4. Epitop freilegen Proteinase K (20 15 min 37°C
pg/mi)
5. Spllen PBS 3x5min Ruttler
6. Blockieren 0,3 % H,04in 30 min Ruttler, RT
eiskaltem Methanol
7. Spulen PBS 2x 5 min Ruttler
8. Permeabilisieren Blockpuffer 5min
(PBS/BSA/TritonX)
9. Proteinblock 5% Pferdeserumin |30 min Feuchte Kammer
Blockpuffer
10. Inkubieren Primérantikorper in -~ | Uber Nacht Bei 4°C
Blockpuffer (1:300)
2. TAG
11. Spilen PBS 3x5min Ruttler
12. ,Mausifizierung” | Mouse-anti-rabbit 45 min Feuchte Kammer, RT
1:50in PBS
13. Spilen PBS 3x 5min Rattler
14. Inkubieren ImMmPRESS™ 30 min Feuchte Kammer, RT
Detection System
Anti-Mouse Ig
Peroxidase
15. Spilen PBS 3x 5min Ruttler
16. Detektieren DAB-LGsung 3-5min Feuchte Kammer, RT
(Peroxidase Reaktion beobachten!
Substratkit)
17. Spulen Aqua dest. 3x 5min Ruttler
18. Gegenférben Ha&matoxylin 10 sec Objekttrager
19. Wassern Flieflendes Wasser 10 min
20. Eindeckeln Glyceringelatine
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2.2.1.8 Lichtmikroskopische Auswertung der Immunhistologie

Die Auswertung der Schnitte wurde am Photomikroskop Axiophot der Firma Carl Zeiss AG,
Oberkochen fur Durchlicht- und Auflicht-Fluoreszenz durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit
dem Computerprogramm analysis® (Soft Imaging System GmbH, Munster) verwaltet und im
Weiteren mit dem Grafikprogramm Corel Draw bearbeitet.

2.2.2 Gelelektrophorese und Western Blot mit NUPAGE® von Invitrogen

2.2.2.1 Allgemeine Grundlagen

Beim Western Blot werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung
gelelektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlief3end mittels
Elektroblotting auf eine Membran transferiert und damit immobilisiert. Auf der Membran
werden die Proteine dann einer Nachweisreaktion unterzogen, welche fir ein oder mehrere
Proteine der aufgetrennten Mischung spezifisch ist.

Die in dieser Arbeit angewandte Nachweisreaktion ist die indirekte Methode Uber die
Alkalische Phosphatase. Dazu wurden die Western Breeze® Chromogenic Immunodetection
System Kits von Invitrogen (Carlsbad, CA 92008 USA) verwendet.

Zur Darstellung von VEGF und den Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 mittels Western
Blot wurden Plazentagewebeproben von Hund und Katze verwendet. Als Positivkontrollen
dienten kommerziell erworbene Zelllysate der Firma Santa Cruz Biotechnology (siehe Tabelle
12).
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2.2.2.2 Verwendete Antikorper und Positivkontrollen

Tabelle 11: Verwendete Primarantikorper im Western Blot

Antikorper Klon Isotyp Herkunft Hersteller | Verdinnung
VEGF (A- | Polyklond Polyklonal Kaninchen Santa Cruz 1:100

20): sc-152 Biotechnology

Flt-1 (C-17): | Polyklond Polyklonal Kaninchen Santa Cruz 1:100
sc-316 Biotechnol ogy

FIk-1 (S-20): | Polyklonal Polyklonal Ziege Santa Cruz 1:100
sc-48161 Biotechnol ogy

Tabelle 12;: Verwendete Positivkontrollen im Western Blot

Produkt Herkunft Hersteller Positivkontrolle fir
NIH/3T3 Whole Cell | Maus Santa Cruz VEGF (A-20): sc-152
Lysate: sc-2210 Biotechnol ogy
A-10 Cdl Lysate: sc- | Ratte Santa Cruz Ft-1 (C-17): sc-316
3806 Biotechnol ogy
Mouse liver extract: | Maus Santa Cruz Flk-1 (S-20): sc-48161
sc-2256 Biotechnol ogy

2.2.2.3 Vorbemerkungen

Die Auswahl des verwendeten Gels ist abhangig von der Gréle des nachzuweisenden

Proteins, welches detektiert werden soll.
Hier wurden fur den VEGF-Antikorper 12%ige Bis-Tris Gele (NUPAGE™, Invitrogen,
Carlsbad, CA 92008 USA) verwendet, fur die beiden Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2

wurden 3-8%ige Tris-Azetat Gele (NUPAGE™, Invitrogen) verwendet. Des weiteren wurde

je nach Proteingréf3e auch ein anderes Puffersystem ausgewahlt. So wurde fur VEGF ein
MOPS-Puffer eingesetzt (NUPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20x), Invitrogen),
wéhrend fir den Rezeptor VEGFR-2 ein Tris-Azetat-Puffer (NUPAGE® Tris-Acetate SDS
Running Buffer (20x), Invitrogen) verwendet wurde. Fir den Rezeptor VEGFR-1 wurde ein
Tris-Glyzin-Puffer (SDS-Page Puffer) eingesetzt.
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2.2.2.4 Protokoll fur Protein-Extraktion aus Kryomaterial (TRI1zol® Reagenz)

Homogenisierung des Gewebes:

Gefrorenes Gewebe in einer Porzellanschale mit fliissigem Stickstoff morsern

Circa 100 mg des Gewebes in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihren und
1 ml TRIzol® Reagenz (Life Technologies, Karlsruhe)zugeben

Homogenisierung des Gewebes mit dem UltraTurrax, diesen auf hochste
Geschwindigkeitsstufe einstellen

5min ba RT stehen lassen

Phasentrennung:

200 pl Trichlormethan (Chloroform) pro ml eingesetztem TRIzol® zugeben
Eppendorf-Reaktionsgefald mit Parafilm verschlief3en und vorsichtig umschwenken

5 min bei RT stehen lassen

15 min bei 4°C und 14000 UpM zentrifugieren

Ergebnis: es sind drei Phasen erkennbar: die obere wassrige Phase ist farblos (RNA),

die mittlere Phase ist weil3 (Proteine) und die untere organische Phaseist rot (DNA)

Protein-Prézi pitation:

Interphase und untere Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfihren
300 ul 100%igen Ethanol (-20°C) zupipettieren

Proben vortexen

Proben 5 min bei RT stehen lassen, anschlief3end vortexen

Proben 10 min bei 4°C und 12000 UpM zentrifugieren

Ergebnis: DNA im Pellet, Proteine im Uberstand

Uberstand (ca. 800 pl) in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefaR tiberfiihren
Zum Uberstand 1,5 ml Isopropanol zupipettieren

Proben vortexen

Proben 5 min bei RT stehen lassen, anschlief3end vortexen

Proben 10 min bei 4°C und 12000 UpM zentrifugieren
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Waschen der Proteine;

e Uberstand verwerfen

e Pellet mit 96%igem Ethanol (+ 0,3 M Guanidinhydrochlorid) |6sen
e Proben vortexen

e Proben 30 min bei RT stehen lassen, anschlief3end vortexen
e Proben 10 min bei 4°C und 12000 UpM zentrifugieren

e Diesen Waschschritt 2x wiederholen

e Uberstand verwerfen

e Pelletin 2 ml 70%igem Ethanol |6sen

e Proben vortexen

e Proben 20 min bei RT stehen lassen, anschlief3end vortexen
e Proben 10 min bei 4°C und 12000 UpM zentrifugieren

Resuspendieren:

e Uberstand verwerfen

o Pellet bei 37°C im Trockenschrank trocknen

e Pelletin 1%iger SDS-Losung bel 70°C im Wasserbad resuspendieren

e Proben 10 min bel 4°C und 12000 UpM zentrifugieren

e Pellet verwerfen, Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfiihren
e Lagerung der Proben bei -20°C

Proteinmessung am Photometer
Standardmessung:

e Gerdt einschalten; Programm BCA wahlen

e 100 pl BCA Protein Assay Reagent A und 2 pl BCA Protein Assay Reagent B
mischen — grunliche Farbe

e 095 pl dieses Gemisches und 5 pl BSA-Standard (2 mg/ml) mischen und 30 min bei
37°C in den Trockenschrank stellen

e Danninnerhalb von 10 min messen

e Kuvette mit 100 pl Aquadest. fullen

e Taste,Blank* driicken — Nullwert

e Kivette entleeren und mit 100 pl Standardgemisch fillen
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Taste,, Sample” driicken — BSA-Standard-Wert wird angezeigt

Probenmessung:

100 ul BCA Protein Assay Reagent A und 2 pul BCA Protein Assay Reagent B
mischen — grunliche Farbe

95 pl dieses Gemisches und 5 pl Probe mischen, vortexen und 30 min bei 37°C in den
Trockenschrank stellen

Dann innerhalb von 10 min messen

Probe in Kivette fullen und Taste ,, Sample” driicken

Falls die Proteinkonzentration zu hoch ist, sich aso auf3erhalb der Kalibrierung
befindet, mischt man 2,5 pl Probe mit 2,5 pl 1%iger SDS-L6sung und mischt dann
diese 5 ul verdinnte Probe mit 95 pl BCA-Gemisch A/B

2.2.2.5 Protokoll fur Protein-Extraktion aus Kryomaterial mit Boehringer Lyse Puffer

(BLP)

Da es sich bei den beiden Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 um membranstandige

Rezeptoren handelt, wurde der Boehringer Lyse Puffer eingesetzt, um diese besser zu |6sen:

Gefrorenes Gewebe in ein Eppendorf-Tube Uberfihren

Zugabe von 200 pl Boehringer Lyse Puffer

Zerkleinern des Gewebes mit einem Douncer

Erneute Zugabe von 200 pl Boehringer Lyse Puffer

10 min Inkubation auf Eis

Zentrifugation bei 14000 UpM um die Gewebereste zu entfernen

Uberstand (Lysat) in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa Uberfiihren, Pellet

verwerfen

Bis zur weiteren Verwendung Lagerung der Proben bei -20°C

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der DC-Protein Assay Kit der Firma BioRad

(MUnchen) verwendet.
In eine 96Well Mikrotiterplatte wurden als Standard O, 2, 3, 4 und 5 pl einer BSA-LAsung
(2 mg/ml) und je 2 pl der Proteinlysate gegeben. Weiterhin wurden zu jeder Probe 20 pl A’

(1000 ul Lésung A + 25 pl Lésung S) und 200 ul Lésung B pipettiert. Nach einer Inkubation
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von 5 Minuten bel RT wurden die Proben bei 620 nm im ELISA-Reader (Dynatech MR 5000)

ausgelesen. Mit Hilfe der Standardwerte konnte so die jewellige Proteinkonzentration

ermittelt werden.

2.2.2.6 Protokoll Gelelektrophorese und Western Blot mit NuPAGE® und

WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection System

V orbereitungen:

Zunéchst sollte eine Auswahl der Proteine, des Gels und des Puffers getroffen werden.
Dabei sollte die Konzentration der Proteinproben fir alle Proben ungeféhr gleich sein.
Je nach dem Anteil des gewtinschten Proteins am Gesamtproteingehalt kann man mehr
oder weniger Protein/Probe schétzen

Vorheizen des Wasserbads auf 95°C

Auftauen der Proteinproben und der kommerziell erworbenen Positivkontrollen auf
Eis

Berechnung der Probenansétze

Ansetzen des MOPS- oder Tris-Azetat-Puffers: 50 ml Running Buffer(20x) plus
950 ml Aqua dest.

Mastermix aus Sample Buffer (NUPAGE® LDS Sample Buffer (4x), Invitrogen) und
Reducing Agent (NuPage® Sample Reducing Agent (10x), Invitrogen) fir alle Proben
herstellen und zu den einzelnen Proteinproben hinzugeben. Das Ansetzen der Proben
erfolgt auf Eis

Fertige Proben kurz anzentrifugieren

Proben fur circa 10 min in 95°C Wasserbad, anschlief3end Proben wieder auf Eis

500 pl Antioxidant (NUPAGE®, Invitrogen) auf 200 ml Running Buffer pipettieren

Gelelekrophorese:

Waéhrend die Proben im Wasserbad sind: Gelkassetten vorbereiten: Abspilen mit
Aqua dest., Klebestreifen abziehen, Kamm entfernen, Slots mit Running Buffer +
Antioxidant 3x kurz durchspilen und dann in die Kammer Novex Mini-Cell (Xcell
SureLock™ Electrophoresis Cell, Invitrogen) einspannen

Beflllen der inneren Kammer mit MOPS- oder Tris-Azetat-Puffer mit Antioxidant
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e AuRere Kammer mit circa 600 ml MOPS- oder oder Tris-Azetat Puffer ohne
Antioxidant fullen

e Vor dem Pipettieren die Proben wieder auf Eis stellen

e Beflllen der Slots mit Hilfe von ausgediinnten Pipettenspitzen (ART® GEL Pipet
Tips, Molecular BioProducts, greiner bio-one, Frickenhausen)

e Als Kontrolle beziehungsweise zum Vergleich des Molekulargewichts wird eine
Standardproteinmischung (Proteinmarker: See Blue® Plus 2 Prestained Standard (1x),
Invitrogen) eingesetzt

e Verschlie3en der Kammer mit Deckel und an den Powerpack (Biometra® Standard
Power Pack P25) anschlief3en

e Fir den VEGF-Antikorper lief das 12%ige Bis-Tris Gel mit dem MOPS-Puffer
60 Minuten bel einer Spannung von 200 Volt

e FUr die beiden Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 lief das 3-8%ige Tris-Azetat Gel
mit dem Tris-Azetat-Puffer 90 Minuten bei einer Spannung von 150 Volt

e Waéhrend der Gelelektrophorese erfolgen die Vorbereitungen fur den Western Blot

Western Blot:

e Ansetzen des Transferpuffers
e Schaumstoffkissen, Membranen und Filterpapier in Transferpuffer einweichen. Bei
den Schaumstoffkissen ist darauf zu achten, dass sie gut eingeweicht sind und keine
L uftblasen enthalten
e Nach Abschluss der Elektrophorese wird der Strom abgestellt und der Puffer
vorsichtig abgegossen
e Entnahme der Gelkassetten und Aufbrechen der Gelkassetten mittels eines Schabers
e Nach dem Offnen der Gelkassette werden die Slots und der untere Rand des Gels
ausgestanzt und entfernt
e Ein eingeweichtes Filterpapier wird auf das Gel gelegt, dann wird das Gel mit Hilfe
des Schabers vorsichtig von der Kassettenplatte gel 6st
e Aufbau des Blotting-Sandwich im Xcell 1I™ Blot Module (Invitrogen) von der
Kathode Richtung Anode aus gesehen:
Fur 1 Gel:
2 Schaumstoffkissen (Sponge Pad for Xcell 1™ Blotting, Invitrogen)
Filterpapier (Filter Paper Sandwich, 0,2 um Pore Size, Invitrogen)

63



Nitrocellulose-Membran (Invitrogen)
Gel

Filterpapier

3 Schaumstoffkissen

Fur 2 Gele:
2 Schaumstoffkissen
Filterpapier
Membran |
Gel |
Filterpapier
1 Schaumstoffkissen
Filterpapier
Membran |1
Gel Il
Filterpapier
2 Schaumstoffkissen

e Mittels einer Glaspipette werden eventuell vorhandene L uftblasen entfernt

e Zusammenbau der Blot-Apparatur, dabei immer darauf achten, dass alles eingeweicht
ist. Nachdem allesin die Kassette eingelegt ist, wird sie in die Kammer eingespannt.

e Innere Kammer bis knapp unter den Rand mit Transferpuffer fullen

e AuRere Kammer mit circa 650 ml Aqua bidest. fullen und anschlieRend mit dem
Deckel verschlief3en

e Anschlielen an den Powerpack; ale drei Antikorper, VEGF, VEGFR-1 und
VEGFR-2, wurden bei einer Spannung von 30 Volt fur zwei Stunden geblottet

Gelfarbung und Proteindetektion:

e Nach Beenden der Laufzeit wird das Gel fir 30 min in Brilliant Blue G (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) auf dem Wipptisch (Heidolph®, Polymax 1040,
MAGYV -Laborbedarf, Rabenau-L ondorf) inkubiert

e Nach 30 min wird das Brilliant Blue G abgegossen und die Gele werden mit
Coomassie Destain entfarbt. Das Coomassie Destain sollte mindestens einmal



gewechselt werden und die Inkubation sollte so lange erfolgen, bis sich die Gele
soweit entférbt haben, dass nur noch die Proteinbanden zu erkennen sind

e Die Membranen werden nach Beenden der Laufzeit zur Uberprifung der Blot-
Effizienz fUr circa 1 min in 0,2%ige Ponceau S- L 6sung gegeben

e Membranen 2x 3 min in Aqua bidest. spilen

e Zur Proteindetektion wurden die WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection
Systeme (Invitrogen) verwendet. Fir den VEGF- und Flt-1-Antikorper wurde das
Western Breeze® Chromogenic Immunodetection System zur Detektion von
Kaninchen-Primarantikorpern verwendet, fur den Flk-1-Antikorper das zur Detektion
von Ziegen-Priméarantikorpern:

e Vorbereiten der Blocking solution: 20 ml-Ansatz: 14 ml Aqua bidest. + 4 ml
Blocker/Diluent A + 2 ml Blocker/Diluent B

e Membranen 30 min in Blocking solution blocken

e Spulen der Membranen in Aqua bidest. fir 2x 3 min

e Inkubation der Membranen in Primérantikorper in Blocking solution Uber Nacht bei
4°C

e Ansetzen der Antibody Wash solution: 150 ml Aqua bidest. + 10 ml Antibody Wash
solution (16x)

e Membranen 3x 5 min in Antibody Wash spiilen

e Inkubation der Membranen in 2°Antibody solution fir 60 min

e Membranen 3x 5 min in Antibody Wash spiilen

e Membranen 2x 2 min in Aqua bidest. spilen

e AudOsen der Férbereaktion: Membranen 1-60 min mit Chromogen (BCIP/NBT)
inkubieren

e Membranen 2x 2 min in Aqua bidest. spilen

e Membranen auf Filterpapier im Trockenschrank (37°C) Uber Nacht trocknen

2.2.2.7 Dokumentation

Die Dokumentation der Membranen erfolgte mit Hilfe eine Scanners (HP Scanjet G4050), die
Gele wurden zur Dokumentation mit Hilfe des Folienschweil3gerétes vacufix electronic
(electric petra) in Folie eingeschweilt.
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2.2.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

2.2.3.1 Allgemeine Grundlagen

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde 1987 von Kary B. Mullis
entwickelt und ermoglicht in vitro von bestimmten Abschnitten eines DNA-Molekils
enzymatisch sehr viele Kopien herzustellen. Zur Amplifizierung von RNA-Sequenzen wird
die Reverse-Transkriptase-PCR angewendet. Hierbei wird zunéchst die RNA mit Hilfe des
Enzyms RNA-abhéngige DNA-Polymerase in einen komplementdren DNA-Einzelstrang
(cDNA) umgeschrieben (reverse Trankription). In einer anschlief3enden PCR kann man durch
den Einsatz von spezifischen Primern die gesuchte cDNA vervielféltigen. Die PCR besteht
aus folgenden Schritten: Denaturierung der doppelstrangigen DNA, Bindung der Primer an
die DNA (Hybridisierung), Verlangerung der Primer (Amplifikation).

Grundsétzlich kann man bel der Durchfiihrung einer RT-PCR zwischen einer One-Step-RT-
PCR und einer Two-Step-RT-PCR unterscheiden. Bel einer One-Step-RT-PCR erfolgen die
reverse Trankription und die PCR in einem Reaktionsgefdl. Bei einer Two-Step-RT-PCR
hingegen wird zuerst eine Erststrang-Synthese durchgefihrt, bei welcher die RNA als Matrize
fur die cDNA dient. In einem weiteren Schritt wird dann diese cDNA als Matrize in der PCR
verwendet (Schrimpf 2002). Bel der hier durchgefihrten RT-PCR handelt es sich um eine
Two-Step-RT-PCR.

2.2.3.2 Extraktion der Gesamt-RNA aus Gefriermaterial

Zum Schutz der RNA vor einem Abbau durch RNasen aus der Umgebung und aus dem
Gewebe selber sowie zum Schutz vor Kontaminationen der Proben sind vor der Extraktion
folgende Vorbereitungen zu treffen:
e RNase-freien Arbeitsplatz sicherstellen: Arbeitsplatz mit absolutem Ethanol und
RNase-AWAY ® Reagent sdubern
e RNase-freie Materialien sicherstellen: Glas, Porzellan, Metall und Arbeitsgeréte in
Aluminiumfolie verpacken und fur 4 Stunden bel 180°C sterilisieren
e DEPC (Diethylpyrocarbonat) zur Herstellung RNase-freier Ldsungen verwenden
e L osungen, Eppendorf-Reaktionsgefalie und Pipettenspitzen bel 120°C autoklavieren
e Tragen von Einmal-Handschuhen zur Verhinderung der Kontamination der Proben
durch RNasen der Haut
e Gewebe standig in flissigem Stickstoff aufbewahren
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Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Reagenz TRIzol® aus tiefgefrorenen Plazentaproben
von Hunden und Katzen isoliert. TRIzol® ist eine monophasische Lésung aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat, und die Isolation mit TRIzol® ist eine Weiterentwicklung der single
step RNA-Isolationsmethode von Chomczynski und Sacchi (1987). Wahrend der
Homogenisation erhdt das starke Denaturierungsmittel die Integritét der RNA. Durch Zugabe
von Chloroform und anschlief3ender Zentrifugation wird das Homogenisat in drei Phasen
aufgetrennt: eine obere, wassrige Phase, eine mittlere weil3e und eine untere organische Phase.
Die obere Phase enthélt die RNA, die Interphase enthdlt die DNA und in der unteren
organischen Phase befindet sich das Protein.

2.2.3.3 Protokoll fur RNA-Extraktion aus Kryomaterial (TR1zol® Reagenz)

Homogenisierung des Gewebes:
- Gefrorenes Gewebe in einer Porzellanschale mit fllissigem Stickstoff morsern
- Circa 100 mg des Gewebesin ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfiihren und
1 ml TRIzol® Reagent zugeben
- Homogenisierung des Gewebes mit dem Ultra-Turrax, diesen auf hochste
Geschwindigkeitsstufe einstellen
- 5minbe RT stehen lassen

Phasentrennung:
- 200 plI Trichlormethan (Chloroform) pro ml eingesetztem TRIzol® zugeben
- Eppendorf-Reaktionsgefal? mit Parafilm verschlief3en und vorsichtig umschwenken
- 5minbe RT stehen lassen
- 15 min bei 4°C und 14000 UpM zentrifugieren
- Ergebnis: essind drei Phasen erkennbar: die obere wassrige Phase ist farblos (RNA),

die mittlere Phase ist weil3 (Proteine) und die untere organische Phaseist rot (DNA)

RNA-Prazipitation:
- Obere wassrige Phase ohne Verunreinigung durch Interphase abpipettieren und in ein
neues Schraubdeckel-Tube Uberfihren
- Gleiche Menge Isopropanol (-20°C) zupipettieren
- Proben vortexen
- Proben 30 min bei -20°C stehen lassen, anschlief3end vortexen
- Proben 10 min bei 4°C und 14000 UpM zentrifugieren
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- DasPréazipitat soll gelartig sein und an der unteren Seite des Rohrchens liegen

Waschen der RNA:
- Isopropanol Uberstand verwerfen
- Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol in DEPC-Wasser (-20°C) durch vorsichtiges
Kippen l6sen
- Proben fur 10 min in Eiswasser stellen
- Proben vorsichtig schwenken und 10 min bei 4°C und 14000 UpM zentrifugieren

- Waschschritt 1x wiederholen

Resuspendieren:
- Uberstand verwerfen
- RNA-Pédllet bei 37°C im Trockenschrank trocknen
- RNA-Pédlet in 50 pl DEPC-Wasser resuspendieren (70°C Wasserbad)
- Lagerung der Proben in FlUssigstickstoff

2.2.3.4 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA basiert auf dem Absorptionsmaximum
der Nukleinsduren bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm. Die Bestimmung der
Konzentration der RNA  efolgte mittels  Absorptions-Einzelstrahlphotometrie
(Spektralphotometrie) an einem BioPhotometer (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg);
die RNA-Konzentration wird photometrisch bei 260 nm bestimmt. Dazu wird die RNA mit
einer 0,1 M TrisHCL-L6sung soweit verdinnt, bis die Konzentration der RNA mit dem
Photometer messbar ist. Der gemessene Wert (in pug/ml) dient dazu, das einzusetzende
Volumen der wassrigen RNA-L6sung fir die Erststrang-Synthese zu bestimmen, da vor der
DNase-Behandlung eine Standard-V erdiinnung von 200 ng/ul hergestellt wird.

Fir die Messung wurden Kunststoff-Einmalkivetten (UV ette® 220-1600nm, MAGV GmbH,

Rabenau-L ondorf) verwendet. Vor jeder Messung wurde ein Leerwert ermittelt.

- Kuovette mit 69 ul Tris-Puffer (0,1 M TrissHCI in DEPC-behandeltem Wasser,
pH 7,3) zur Leerwertbestimmung verwenden

- 1 pl RNA-L6sung dazugeben, gut mischen und Probe messen

- Ergebniswird in pg/ml angezeigt
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2.2.3.5 cDNA-Erststrang-Synthese (reverse Transkription)

Bevor eine Probe als Matrize in einer PCR dienen kann, muss aus der isolierten RNA eine
cDNA- Erststrang-Synthese (reverse Transkription) erfolgen.

Ein DNase-1 Verdau wird als Nachweis durchgefihrt, dass die extrahierte Gesamt-RNA keine
Verunreinigungen mit genomischer DNA enthélt.

DNase |-Behandlung:

- Alle Pipettierschritte fir die DNase-Behandlung erfolgten unter Kihlung auf Eis
- Vor der DNase-Behandlung erfolgt eine Verdinnung der RNA auf 200 ng/ul

- Pro Eppendorf-Tube werden 3,25 pl DNase-Mix und 6,65 pl RNA-LOsung
(200 ng/pl) pipettiert, um einen Ansatz von 9,90 pul Gesamtvolumen zu erhalten

Tabelle 13: Zusammensetzung des DNase-Mixes fir die DNase-Behandlung

Komponenten Einfacher Ansatz (ul) Stammldsung
MnCL, 1l 10 nM
PCR-Puffer 1pl 10x
DNase |, RNasefrel 1l 10 U/ul
RNase-Inhibitor 0,25 pl 40 U/l
Gesamtvolumen 3,25 pl

Die DNase-Behandlung wurde in einem T3 Thermocycler (Whatman Biometra GmbH i.L.,
Gottingen) bei folgenden Reaktionsbedingungen durchgefihrt:

Phase a) 10 min bei 37°C

Phase b) 5 minbe 75°C

Phase ¢) abkUhlen auf 4°C

Dadie Stabilitdt der RNA nach der DNase-Behandlung nur fur sehr kurze Zeit gewéahrleistet
ist, wurde die Reverse Transkription (RT) direkt im Anschluss daran durchgefihrt.

Reverse Transkription (RT):

Die cDNA-Synthese wurde unter Verwendung des Gold RNA PCR Core Kits (Perkin ElImer
Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefihrt.

Pro Ansatz wurde den 8,5 pl des RT-Mastermixes (Zusammensetzung siehe Tabelle 14)
1,5 pl DNase-behandelte RNA-L 6sung zugegeben.
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Tabelle 14: Zusammensetzung des RT-Mastermixes fur die RT

Komponenten Einfacher Ansatz (ul) | Stammldsung
MgCl, 2 ul 25mM
PCR-Puffer 1pl 10x
dNTP-Mix ¥ 4l 10 mM
Random Hexamere 0,5 ul 50 uM
RNase-Inhibitor 0,5 ul 20 U/ul
Reverse Transkriptase 0,5 ul 50 U/ul
Gesamtvolumen 8,5 ul

' Desoxyribonukl eotidtriphosphat-Mix

Auch die Reverse Transkription wurde in dem T3 Thermocycler (Whatman Biometra GmbH
I.L., Gottingen) nach folgendem Programm durchgefthrt.

8 min bei 21°C

15min  bei 42°C

5 min bei 99°C

5min bei 5°C

Nach einer weiteren Temperaturabsenkung auf 4°C konnen die Proben so bis zu ihrer
Entnahme im Thermocycler bel 4°C aufbewahrt werden.

Die wéahrend der RT synthetisierte cDNA ist stabil und kann bel -20°C bis zu weiteren

Untersuchungen gelagert werden.

2.2.3.6 Verwendete Primer

Die canine und feline cDNA wurde auf das Vorhandensein der mRNA von VEGF, VEGFR-1
und VEGFR-2 untersucht. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg
synthetisiert. Die ausgewahlten Primersequenzen der bekannten Gensequenzen des Hundes
mit der jeweiligen Accession Nummern der Gendatenbank (NCBI Acc.-Nr.) sind in Tabelle

15 angegeben.
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Tabelle 15: Primersequenzen, Amplifikatgrofie und NCBI Accession Nummern

Primer Primersequenzen (5" —3") Amplifikat- | NCBI Acc.-Nr.
grofe

VEGF 164 dog |GTG CCC ACT GAGGAGTTCAAC 72 bp AF133248
forward primer
VEGF 164 dog |CCC TAT GTGCTGGCCTTGAT 72 bp AF133248
reverse primer
VEGFR-1dog |TGC CTG AAA CAG TGA GAA AGGA |81bp AF262963
forward primer
VEGFR-1dog |TGC AGA ACT GTT TGC CAT TCC 81 bp AF262963
reverse primer
VEGFR-2dog |TGA CAT GGG CTC GGT CATT 75bp NM_001048024

forward primer

VEGFR-2dog |TGT TGG TCG CTA ACA GAA GCA 75 bp

reverse primer

NM_001048024

2.2.3.7 Protokolle der PCR fiir VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2

Es wurde fiur alle drel Primerpaare, adso fur VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 das selbe
Programm verwendet. Die PCR wurde im T3 Thermocycler (Whatman Biometra GmbH i.L.,

Gottingen) durchgefuihrt. Es wurde auch eine Negativkontrolle durchgefihrt, bel der anstatt

der cDNA DEPC-Wasser eingesetzt wurde.

Verwendet wurde das Go Tag® Flexi DNA-Polymerase Kit von Promega GmbH, Mannheim
sowie der dANTP-Mix 10 mM von Promega GmbH.

Tabelle 16: Reaktionsansatz fur die PCR

Komponenten PCR-Reaktinsansatz
DEPC-behandeltes Wasser 13,35 pl
5x PCR-Puffer 5l
MgCl, (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Forward Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
Reverse Primer (10 pmol/pul) 0,5 ul
cDNA 1l
Go Tag® Flexi DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,15 pl
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Die PCR wurde nach folgendem Programm durchgefihrt:

Programmschritt Temperatur Dauer
Deckelheizung 99°C
Initiale Denaturierung 95°C 2min
Denaturierung 95°C 1 min 45 Wiederholungen
Annealing 60°C 1 min
Extension 60°C 5min
Abklhlung 4°C 0

Zur Kontrolle und zur Beurteilung der Qualitét der extrahierten RNA wurde jede Probe
mittels eines , Housekeeping Genes®, hier B-Aktin, Uberprift.
Die Sequenz der Primer lautet wie folgt:

Tabelle 17: Primersequenzen und Amplifikatgréfde von 3-Aktin

Primer Primersequenzen (5" —3") Amplifikatgroile
3-Aktin CCTTCCTGG GCA TGGAGT CCT G |202 bp
forward primer
-Aktin GGA GCA ATGATCTTGATCTTC |202bp
reverse primer

Tabelle 18: Reaktionsansatz fiur die PCR fir R-Aktin

Komponenten PCR-Reaktinsansatz

DEPC-behandeltes Wasser 15,9 ul

10x PCR-Puffer 3ul

Q-Solution 6 pl

dNTP (10 mM) 0,6 pl

Forward Primer (10 pmol/ul) 0,6 ul

Reverse Primer (10 pmol/ul) 0,6 pl

cDNA 3ul

Tag® DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,3 ul

Verwendet wurde das Tag® DNA-Polymerase Kit von Qiagen GmbH, Hilden sowie der
dNTP-Mix 10mM von Promega GmbH, Mannheim.

Die PCR fir 3-Aktin wurde nach folgendem Programm durchgefihrt:

Deckelheizung 104°C

Initiale Denaturierung 95°C 2min
Denaturierung 94°C 1min
Annealing 55°C 1 min
Extension 72°C 1min
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Finale Extension 72°C 10 min
Abklhlung 4°C 0

2.2.3.8 Gelelektrophorese- Detektion und Dokumentation

Die DNA-Amplifikate wurden Uber die Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und
visualisiert. Dazu wurden die Proben in einer horizontalen Gel-Elektrophoresekammer auf ein
2,5%iges Agarose-Gel aufgetragen. Ein 50 bp DNA-Marker diente zur Bestimmung der
Amplifikatgrofen.

Zur Herstellung des Agarose-Gels wurden 0,75 g Agarose mit 30 ml 1x TAE-Puffer (siehe
Anhang) versetzt und in einer Mikrowelle bei 800 Watt zum L ésen aufgekocht. Die Ldsung
wurde dann bel Raumtemperatur (RT) auf circa 70°C abgekihlt und daraufhin luftblasenfrel
in einen Elektrophorese-Schlitten gegossen. Hierbel formt ein eingesetzter Kamm die Taschen
(Slots), in welche die PCR-Produkte geladen werden kénnen. Nach Erstarren des Gels bel RT
wurden der Kamm und die Gummi-Endblocke vorsichtig entfernt und das Geltablett in die
Elektrophoresekammer eingesetzt. Als Laufpuffer wurde ein 1x TAE-Puffer verwendet, mit
dem die Elektrophoresekammer befillt wurde, bis das Gel circa 0,5 cm mit Puffer
uberschichtet ist. Die Slots wurden mit 12 pl PCR-Produkt befillt beziehungsweise mit 12 pl
Markeransatz, der sich wie folgt zusammensetzt: 4 pl loading buffer, 6 ul steriles Aqua
bidest. und 2 pl 1:1 mit sterilem Aqua bidest. verdiinnter 50 bp Marker. Die Elektrophorese
wurde bel einer Spannung von 120 Volt 50 Minuten lang durchgeftihrt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel 30 Minuten lang in einem SYBR® Green |-Bad nachgefarbt,
zur Interkalierung in die DNA. Nach dem Farbebad wurden die DNA-Amplifikate unter UV-
Licht mit einem Transilluminator (High Performance Ultraviolett Transilluminator; Ultra
Violett Products, Cambridge, UK) detektiert und mittels einer Polaroid GelCam unter
Verwendung von Polaroid-Sofortbildfilmen (unbeschichtete Schwarz/weil3-Filme, Typ 667)
dokumentiert.

Die Spezifitdt der PCR-Produkte wurde anschlief?end durch Sequenzierung in einem
kommerziellen Labor (QIAGEN Genomic Services; QI AGEN GmbH, Hilden) bestétigt.
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2.2.4 Quantitative Real Time (TagMan) PCR

Die Rea Time-PCR, auch “quantitative PCR” genannt, stellt eine Weiterentwicklung der
PCR dar. Das Ziel der quantitativen PCR ist es, aus der Menge an amplifiziertem PCR-
Produkt auf die Menge an eingesetztem DNA- beziehungsweise RNA-Template zu schlief3en
(Schrimpf 2002). Bei der Real Time-PCR werden Themocycler verwendet, in denen die PCR-
Produkte direkt wahrend ihrer Bildung erfasst werden kénnen. Dazu verwendet man entweder
sequenzspezifische Sondenmolekile, die mit Fluoreszenzfarbstoffen oder mit einem
Fluoreszenzfarbstoff als Reporter und einem Quencher-Molekul markiert sind.

Waéhrend des Annealing-Schrittes binden neben den sequenzspezifischen PCR-Primern auch
die sequenzspezifischen Fluoreszenzsonden (hier TagMan®-Sonden) an die denaturierte
Zielsequenz. Analog zu der konventionellen RT-PCR wurde die mRNA vor der eigentlichen
PCR in ein geeignetes Template (cDNA) mittels Reverser Transkriptase umgeschrieben. Die
DNase-Behandlung und die Reverse Transkription erfolgten nach den in Kapitel 2.2.3.5.

beschriebenen Protokollen.

2.2.4.1 Allgemeine Grundlagen

TagMan PCR-Prinzip:

Zusétzlich zu dem fur die Amplifikation benétigten Primerpaar wird der Reaktion ein kurzes
Oligonukleotid zugesetzt, welches als Gensonde spezifisch an die PCR-Matrize bindet. Dieses
als TagMan-Sonde bezeichnete Oligonukleotid ist am 5 Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff
,6-FAM“ markiert, an 3° Ende befindet sich eine Fluoreszenz |6schende Verbindung
(Quencher), TAMRA. Zunéchst erhdlt man bei der Verwendung von TagMan-Sonden kein
Fluoreszenzsignal, da die Fluoreszenzemission des Reporters von dem Quencher unterdriickt
wird. Die Tag-DNA-Polymerase verlangert - ausgehend von spezifisch gebundenen Primern -
die komplementédre Sequenz und erreicht wadhrend der Synthese des Zweitstranges die
ebenfalls spezifisch gebundene Sonde. Durch die 5°-3"-Exonucleaseaktivitdt der Tag-
Polymerase wird die Fluoreszenzsonde hydrolytisch gespalten. Quencher und
Fluoreszenzfarbstoff sind somit getrennt, was zur Emission eines Fluoreszenzsignals
definierter Wellenlénge fihrt, welches messtechnisch erfasst werden kann. Diese wahrend der
Synthese gemessene Fluoreszenzintensitét ist dabei direkt proportional zur Anzahl der neu
gebildeten DNA-Strénge und damit proportional zur Menge an Ausgangs-DNA (Schrimpf
2002). Da die Tag-Polymerase ihre 5-3"-Exonukleaseaktivitdt nur am DNA-Doppelstrang
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entfalten kann, werden die nicht hybridisierten Sondenmolekile nicht abgebaut und es zeigt

sich kein Fluoreszenzsignal.

Abbildung 3: TagMan-Prinzip: Erst getrennt vom Quencher-Molekil (Q) wird die Reporter-
Fluoreszenz (F) messbar und zeigt die Zielstrangsynthese in der PCR an (Eurogentec,
Seraing, Belgien).

2.2.4.2 Verwendete Primer und Sonden

Tabelle 19 stellt die Basensequenzen der verwendeten Primer und TagMan-Sonden dar. Sie
wurden mit Hilfe der Primer Express Software (Version 2.0, Applied Biosystems, Foster City,
CA) ausgewahlt. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg hergestellt.
Die TagMan-Sonden wurden von dem Hersteler des TagMan® gPCR MasterMixes
(Eurogentec, Seraing, Belgien) synthetisiert und fur die hier durchgefiihrte Real Time PCR
von Herrn M. Kowalewski, AG Prof. Dr. Dr. h.c. B. Hoffmann, Klinik fur Geburtshilfe,
Gynakologie und Andrologie der Grof3- und Kleintiere mit Tierdrztlicher Ambulanz der

Justus-Liebig-Universitét Giessen, zur Verfligung gestellt.
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Tabelle 19: Diein der Real Time PCR verwendeten Primer und TagMan-Sonden Sequenzen

Primer Primersequenzen (5" —3") Amplifikat- NCBI
groie Acc.-Nr.

GAPDH GCT GCCAAA TAT GACGACATCA 75bp AB028142
forward primer
GAPDH GTA GCCCAGGAT GCCTTT GAG 75bp AB028142
reverse primer
GAPDH- TCCCTCCGA TGCCTGCTT CACTACCTT AB028142
TagMan Sonde
VEGF 164dog |GTG CCCACT GAGGAGTTCAAC 72 bp AF133248
forward primer
VEGF 164dog |CCCTATGTGCTGGCCTTGAT 72 bp AF133248
reverse primer
VEGF 164 dog- | CAC CAT GCA GAT TAT GCG GAT CAA ACC AF133248
TagMan Sonde
VEGFR-1dog |TGC CTGAAA CAGTGA GAAAGGA 81 bp AF262963
forward primer
VEGFR-1dog |TGCAGA ACT GTT TGC CAT TCC 81 bp AF262963
reverse primer
VEGFR-1dog- |AAA GGC TGA GCA TTA CTA AAT CTGCCT AF262963
TagMan Sonde
VEGFR-2dog |TGA CAT GGG CTC GGT CATT 75 bp NM_001048024
forward primer
VEGFR-2dog |TGT TGG TCG CTA ACA GAA GCA 75bp NM_001048024
reverse primer
VEGFR-2dog- |CTA CGT TCA AGA TTA CAGGTCTCCATT NM 001048024
TagMan Sonde

2.2.4.3 Protokoll der Real Time RT-PCR fiur VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2

Bei der Durchfuhrung der Rea Time PCR wurde der TagMan® gPCR MasterMix

(Eurogentec, Seraing, Belgien) eingesetzt. Die jeweiligen Proben wurden auf eine Standard-

Verdunnung der RNA-LGsung von 200 ng/pl gebracht und daraufhin der DNase-Behandlung

unterzogen. Diese und die Reverse Transkription (RT) erfolgten nach den in Kapitel 2.2.3.5.

beschriebenen Protokollen. In Tabelle 20 ist die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir
die Real Time PCR dargestellt. Zu 20 pl Reaktionsansatz wurden 5 pl cDNA-L 6sung aus dem
RT-Ansatz zugegeben. Fur jede Probe wurde eine Doppel bestimmung durchgefihrt.
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Tabelle 20: Reaktionsansatz fur die Real Time RT-PCR

Komponenten Einfacher Ansatz (in pl) | Stammldsung
gPCR Master Mix 12,5 ul 2X
Sense-Primer 1,5l SuM
Antisense-Primer 1,5 ul 5uM
TagMan-Sonde 1l 5uM
DEPC-Wasser 3,5ul
Gesamtvolumen 20 ul

Durchgefiihrt wurde die Real Time PCR in dem automatischen Fluorometer ABI PRISM™
5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung von
96-well optical plates (Applied Biosystems, Darmstadt).

Die Amplifikation wurde bei folgenden Reaktionsbedingungen durchgefihrt:

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

2.2.4.4 Auswertung

Die ermittelte Quantifizierung der Expression eines Gens durch die Real Time PCR l&sst sich
in eine absolute und eine relative Quantifizierung unterscheiden. Bei der absoluten
Quantifizierung ermittelt man die absolute Menge, aso die Anzahl der Kopien eines Gens. In
dem Fall bendtigt man zur Erstellung einer Regressionsgeraden einen genauen Standard, zum
Beispiel eine definierte Menge von Plasmid-DNA des entsprechenden Gens.

Bei der relativen Quantifizierung wird der Anstieg beziehungsweise der Abfall des Zielgens
in Bezug auf ein Referenzgen ermittelt. Darum sollte das Housekeeping-Gene, welches zur
Normierung der Daten verwendet wird, nicht reguliert sein, das heil3t es sollte ein konstantes
Expressionsniveau in verschiedenen Geweben, Stadien und unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen besitzen. Die Voraussetzung zur Anwendung der relativen
Quantifizierung ist, dass Ziel- und Referenzgen-PCR vergleichbare Reaktionseffizienzen
zeigen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der relativen Quantifizierung angewendet.
Dabei wurde das Housekeeping-Gene GAPDH (Glycerinal dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
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nach Angaben des Herstellers von ABI PRISM™ 5700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Darmstadt) als Referenzgen eingesetzt.

Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes,
dem so genannten Treshold Cycle oder Cr-Wert. Der Ci-Wert ist jener PCR-Zyklus, bel
welchem das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz signifikant Gbersteigt. Zu Beginn
der PCR-Reaktion wird nur die Basiss oder Hintergrundfluoreszenz gemessen, denn
normalerweise ist die Fluoreszenz aufgrund der geringen Templatekonzentration im
Reaktionsgefald wahrend der ersten PCR-Zyklen nicht detektierbar. Der Cy-Wert definiert
also jenen Zeitpunkt, ab dem die Amplifikation und damit die Bildung von Doppelstrang-
cDNA exponentiell ist. In dieser Phase wird die PCR-Reaktion von keinen limitierenden
Faktoren wie Primer- oder Nukleotidmangel oder nachlassende Enzymaktivitét eingeschrankt.
Der Cr-Wert ist umgekehrt proportional zum Logarithmus der urspringlich in die Reaktion
eingebrachten cDNA-Kopienzahl des entsprechenden Gens. Die erforderliche Anzahl an
Zyklen, die nétig sind, bis das Fluoreszenzsignal Uber dem Hintergrund detektierbar ist, ist

umso geringer, je mehr cONA-Template initial vorhanden ist.

Die Bestimmung der relativen Expression setzt sich aus drei Formeln zusammen.
Als erstes wird der Unterschied an Tresholdzyklen fir die Zielsequenz und das Referenzgen
berechnet. Dabel wird auf das Housekeeping-Gene GAPDH normalisiert.

1. Formel: ACT = ACT Zielgen — ACT GAPDH

Bevor die relative Expression bestimmt werden kann, muss zunéchst AACt bestimmt werden.
Hierfur wird ein Kalibrator ausgewahlt. Als Kalibrator wird digjenige Probe bezeichnet, bel
welcher die Expression am niedrigsten war (also die Probe mit dem hochsten ACr-Wert). Der
ACt-Wert des Kalibrators wird von den ACr-Werten aler Proben abgezogen (2. Formel).

2. Formel: AACt = ACt zigigen — ACt Kalibrator

Mit Hilfe des AAC; kann dann die relative Gen-Expression (RGE) bestimmt werden
(3. Formel).

3. Formel: RGE = 2(44CT)
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Die relative Gen-Expression gibt die n-fache Uberexpression eines Gens im Vergleich zu der

Probe mit der niedrigsten Expression (Kalibrator) an.

2.2.45 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistical Software GraphPad3 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, California, USA).

Zur statistischen Berechnung der VEGF-, VEGFR-1- und VEGFR-2- mRNA-Expression
wurde eine einfaktorielle Varianz-Analyse (parametrische ANOVA) durchgefuhrt. An die
Varianzanalyse schloss sich ein paarweiser Mittelvergleich mit Hilfe des Tukey-Kramer’s
Testsan.

2.2.5 Herstellung Digoxigenin-markierter Ribosonden

Zur Sondenherstellung fur die RNA/RNA in situ Hybridisierung wurden die Amplifikate der
RT-PCR as Matrize verwendet. Zur Detektion der mRNA von VEGF wurden folgende, von
der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg hergestellte Primer verwendet:

Tabelle 21: Primersequenz, Amplifikatgréfie und NCBI Accession Nummer

Primer Primersequenzen (5" — 3") Amplifikat- NCBI
groRe Acc.-Nr.
VEGF TGT AAT GAC GAA AGT CTG CAG 186 bp M31836
forward primer
VEGF TCA CCG CCT CGGCTT GTCACA 186 bp M31836
reverse primer

2.2.5.1 Ligation der PCR-Produkte

Initial wurden die PCR-Amplifikate in einem Gel aufgereinigt. Hierzu wurde ein 2%iges, mit
Ethidiumbromid geféarbtes Agarose-Gel und ein Kamm mit groRen Slots verwendet. Die
gewunschten Banden wurden dann unter UV-Licht-Kontrolle (High Performance Ultraviol ett
Transilluminator; Ultra Violett Products, Cambridge, UK) mit einem sterilen Skalpell aus
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dem Gel ausgeschnitten. Zur Extraktion und Reinigung der cDNA aus dem Gel wurde der
QIAEX Il Gel-Extraktionskit (150) (Qiagen GmbH, Hilden) verwendet.

Protokoll (nach Angaben des Herstellers):

e Abwiegen des Gelstiicks in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube

e Zugabe von 6x Volumen Puffer QX1 zu 1x Volumen/Gewicht des Gelstiicks

e QIAEX II-Lésung resuspendieren (30 sec gut vortexen)

e 30 ul QIAEX Il-L6sung zupipettieren, vortexen

e Inkubation fur 10 min bei 50°C in Wasserbad; wahrend der Inkubation alle 2 min kurz
vortexen

e 30 sec bei 13000 UpM zentrifugieren, Uberstand verwerfen

e 500 ul Puffer QX1 dazugeben, mischen

e 30 sec bei 13000 UpM zentrifugieren, Uberstand verwerfen

e 500 ul Puffer PE dazugeben, mischen

e 30 sec bei 13000 UpM zentrifugieren, Uberstand verwerfen, diesen Schritt 1x
wiederholen

e Pellet trocknen (10-15 min bel 37°C)

e 20 pl DEPC-Wasser zupipettieren, mischen

e 5 minbel Raumtemperatur stehen lassen

e 30 sec bei 13000 UpM zentrifugieren — DNA im Uberstand

Die im DEPC-Wasser geldsten gereinigten DNA-Fragmente dienten direkt als Insert fur die
Ligation. Die Durchfihrung der Ligation erfolgte mit einem pGEM®-T-Vektor System |
(Promega GmbH, Mannheim). Der Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei 4°C im Wasserbad
inkubiert.

Tabelle 22 flhrt die Zusammensetzung des Ligationsansatzes auf.

Tabelle 22: Komponenten zur Ligation der PCR-Produkte in den pGEM®-T-V ektor
(Ligationsansatz)

Komponenten Ligationsansatz
2x Ligationspuffer (Promega) 5ul
pGEM®-T-V ektor (50 ng/ul) (Promega) 1l
PCR-Produkt (Insert) 3ul
T4-DNA-Ligase (3 U/ul) (Promega) 1l
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2.2.5.2 Transformation der Plasmide in E. coli XL1-Blue Bakterienstdmmen

Herstellung kompetenter XL 1-Blue Zellen:

Fir die Klonierung der Plasmide mussten zunachst die kompetenten XL 1-Blue Zellen
(Stratagene, Heidelberg) hergestellt werden.
Dies erfolgte nach folgendem Protokoll:
e Losung von jeeiner Bakterienkultur in 2 ml LB-Medium
e Inkubation unter Bewegung bei 37°C Uber Nacht
e Zugabe von 500 pl dieser ,, Ubernachtkultur® zu 19,5 ml LB-Medium; Inkubation
unter Bewegung bei 37°C fir eine Stunde
e AbkUhlung der Zellsuspension auf Eisfir 30 min
e Zentrifugation der Zellsuspension bei 8000 UpM fiir 5 min, Uberstand verwerfen
e Losung des Pelletsin 10 ml einer Kalziumchlorid-L6sung (50 mM)
e 60 min auf Eisbringen; in dieser Zeit Losung mehrmal s schiitteln bis zur
vollstandigen L osung des Pellets
e Zentrifugation bei 8000 UpM fir 5 min, Uberstand verwerfen
e Resuspendierung des Pellets in 3 ml Kaziumchlorid-L6sung (50 mM)
¢ Die so gewonnenen kompetenten Zellen kdnnen bis zu 3 Tagen bei 4°C gelagert

werden

Transformation des Plasmidsin E. coli XL1-Blue:

e Vermischung von 100 pl der kompetenten Zellen mit 10 pl des Ligationsproduktes
(Plasmide)

e Inkubation auf Eisfur 30 min

e Inkubation bei 42°C fur 2 min

e Verbringung fur 2 min auf Eis

e Vermischung der Plasmidsuspension mit 300 pl LB-Medium (enthalt 30 pg/ml
Tetrazyklin; Sigma, Taufkirchen, vorgewarmt auf 37°C)

e Inkubation bei 37°C fur 30 min

e Praparation der LB-Medium-Agarplatten (mit 30 pg/ml Tetrazyklin und 100 pg/mi
Ampicillin; Sigma,) flr die sogenannte Blau-Weil3-Selektion: pro Platte werden 40 pl
X-Gal (20 mg/ml; Sigma) und 40 pl IPTG (200 mg/ml; Sigma) ausgestrichen

e Trocknung der Platten bei 37°C fir 30 min
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e Ausstreichen von 130 ul der Plasmid-Medium-L6sung pro Agarplatte
e Inkubation bei 37°C Uber Nacht

Durchfihrung der Ligation mit pPGEM®-T-V ektor System |:

Der Sitz der Schnittstelle befindet sich inmitten des lacZ’-Gens, welches fir einen Tell
(o-Fragment) der pB-Galactosidase kodiert. X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-D-
galactopyranoside) ist ein Substrat dieses Enzyms, welches hydrolytisch zum Indoxyl
gespalten wird. Dieses wasserldsliche, gelbe 5-Brom-4-Chlor-Indoxyl wird durch Oxidation
zum wasserunldslichen, tiefblauen Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4"-Dichlorindigo. Durch Einbau
(Ligation) des DNA-Fragmentes in den Vektor wird die Gensequenz der p-Galactosidase
unterbrochen, wodurch das Enzym nicht mehr exprimiert werden kann. Daraus folgt, dass
X-Gal nicht mehr gespalten wird und somit auch kein blauer Farbstoff mehr entsteht. Dies
ermoglicht, dass man zwischen Kolonien mit leerem Vektor und solchen mit eingebautem
Vektor unterscheiden kann: die nach der Transformation entstandenen Kolonien erscheinen
weil3, die Kolonien mit leerem Vektor erscheinen blau. Man erkennt die Kolonien mit
eingebautem DNA-Fragment also an ihrer weil3en Farbe. Man bezeichnet dies als Blau-Weil3-
Selektion, und sie dient zur Kontrolle ob die Bakterien das Plasmid aufgenommen haben
(Ruther et a. 1981).

Durch IPTG (Isopropylthiogalactosid), ein Induktor der bakteriellen RNA-Polymerase, der
zur Transkription des lacZ”-Gens fuhrt, kann diese Reaktion gezielt induziert werden. Des
weiteren enthalt der Vektor ein Antibiotikaresi stenzgen (gegen Ampicillin), welches bewirkt,
dass auf einem mit Ampicillin versetzten Medium nur ein mit diesem Vektor transformiertes

Bakterium wachsen kann.

Abbildung 4: Schema des pPGEM®-T-V ektors
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Demzufolge wurden die weil3en Bakterienkolonien von den LB-Medium-Agarplatten

ausgewahlt und mit einer Pipettenspitze wurde je eine Bakterienkolonie in 3 ml LB-Medium

(versetzt mit 500 ml 1%iger Ampicillinlosung) Uberfuhrt. Danach erfolgte eine Inkubation

dieser Suspension Uber Nacht bel 37°C unter Bewegung.

2.2.5.3 Plasmidextraktion und Restriktionsanalyse

Zur Extraktion der Plasmide aus den kompetenten Zellen wurde der QIAprep® Spin Miniprep
Kit (Qiagen GmbH) verwendet.

Protokoll (nach Angaben des Herstellers):

2 ml der ,, Ubernachtkultur® bei 8000 UpM und 4°C 2 min zentrifugieren, Uberstand
verwerfen

Erneute Zugabe von 2 ml der , Ubernachtkultur®, Zentrifugation bei 8000 UpM und
4°C 2 min, Uberstand verwerfen

L 6sung des Pellets in 250 pl P1-Puffer

Zugabe von 250 pl P2-Puffer (Lysis-Puffer), 3-6x vorsichtig kippen

Zugabe von 350 pl N3-Puffer (Neutralisations-Puffer), 3-6x vorsichtig kippen
Zentrifugation bel 13000 UpM und 4°C, 10 min — Plasmid befindet sichim
Uberstand

Uberstand in QI Aprep Spin Columns pipettieren und 1 min bei 13000 UpM
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

0,75 ml PE-Puffer (Wasch-Puffer) zupipettieren und 1 min bei 13000 UpM
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

QIAprep Spin Columns auf ein neues, steriles 1,5 ml Eppendorf-Tube geben, 50 pul
EB-Puffer zugeben und 1 min bei 13000 UpM und 4°C zentrifugieren

Inhalt des Eppendorf-Tube (= Plasmid) in ein neues, steriles 1,5 ml Eppendorf-Tube
geben und bei -20°C im Gefrierschrank lagern

Durchfiihrung eines Doppelverdaus zur Uberpriifung der richtigen L dnge der I nserte:

Verwendet wurden die Restriktionsendonukleasen Not | und Nco | (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt/Main) sowie deren spezielle Puffer NEBuffer 3 und 4 (New England
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Biolabs GmbH). Der Reaktionsansatz von 20 pl setzte sich wie in Tabelle 23 beschrieben

Zusammen.

Tabelle 23: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur den Doppel verdau

Komponenten Ansatz fir Doppelverdau

Aqua bidest. (steril) 10 pl
Plasmid-DNA 5l

BSA (Roth) 1l

Not | (10 U/ul)(New England Biolabs) 1 pl

Nco | (10 U/ul)(New England Biolabs) 1 pl

NEBuffer 3 (fur Not 1) (New England 1l

Biolabs)

NEBuffer 4 (fir Nco I) (New England 1l

Biolabs)

Es erfolgte eine Inkubation des Ansatzes fur zwel Stunden bei 37°C. Im Anschluss wurde
eine horizontale Gelelektrophorese in einem 2%igen Agarose-Gel bel einer konstanten
Spannung von 120 Volt durchgefuhrt. Sie diente der Kontrolle des Doppelverdaus und der
korrekten Grof3e des Inserts. Die Banden des Inserts und des Vektors wurden unter UV-Licht

mit einem Transilluminator sichtbar gemacht.

2.2.5.4 Sequenzierung des Plasmids

Mittels Sequenzierung der Plasmide in einem kommerziellen Labor (QIAGEN Genomic
Services, QIAGEN GmbH) wurde die korrekte Ligation und Transformation bestatigt.

2.2.5.5 Invitro Transkription

Vor der Transkription (Herstellung von RNA, bei der die DNA als Matrize dient) muss zuerst
eine Linearisierung der Plasmide durchgefihrt werden. Hierzu wurde die
Restriktionsendonuklease Not | fir die Transkription mit der T7-RNA-Polymerase (Promega
GmbH, Mannheim) verwendet, die Restriktionsendonuklease Nco | fur die Transkription mit
der SP6-RNA-Polymerase (Promega GmbH, Mannheim). Pro Plasmid muss ein
Reaktionsansatz fur Not | und ein Reaktionsansatz fir Nco | hergestellt werden. Der
Reaktionsansatz setzt sich wie in Tabelle 24 beschrieben zusammen.



Tabelle 24: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die Plasmidlinearisierung mit Not 1/
Nco |

Komponenten Not I-Ansatz Nco I-Ansatz
Aqua bidest. (steril) 10 pl 12 ul
Plasmid-DNA 5ul 5ul
BSA (Roth GmbH) 2 ul -
Not | (10 U/ul) (New England 1l -
Biolabs)
Nco | (10 U/ul) (New England - 1l
Biolabs)
NEBuffer 3 (fur Not 1) (New 2 pl -
England Biolabs)
NEBuffer 4 (fur Nco 1) (New - 2 pl
England Biolabs)

Es erfolgte eine Inkubation der Ansétze fir zwel Stunden bel 37°C. Anschlief3end wurden die

Ansdtze zur Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen 20 Minuten bei 65°C erhitzt.

Zur Markierung der RNA-Sonden mit Digoxigenin bei der Trankription wurde ein Dig-RNA-
Labeling Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Tabelle 25 zeigt die
Reaktionsansétze fur die Transkription der Linearisierungsprodukte aus der Reaktion mit
Not | und Nco I.

Tabelle 25: Zusammensetzung der Reaktionsansétze

Komponenten Transkription /Not | | Transkription / Nco |
DEPC-Wasser 8 ul 8 ul
5x Transkriptionspuffer 4ul 4ul
(Promega)
10x Dig-RNA-Labeling Mix 2ul 2ul
(Roche Diagnostics)

100 mM DTT (Promega) 2ul 2 ul
Linearisierungsprodukt 2 ul 2ul
T7-RNA-Polymerase 2ul -
(Promega)

SP6-RNA-Polymerase - 2ul
(Promega)

e Eserfolgte eine Inkubation der Ansétze fir eine Stunde bei 37°C.

e Zugabevon 0,5 pl EDTA (0,5 M), 1,2 ul Lithiumchlorid (8 M) und 70,7 pl absoluter
Ethanol pro Ansatz

e Inkubation bei -80°C fur eine Stunde
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e Zentrifugation bei 14000 UpM und 4°C, 15 min lang; Uberstand verwerfen

e Zugabe von 200 pl 70%igem Ethanol

e Zentrifugation bei 14000 UpM und 4°C, 10 min lang; Uberstand verwerfen

e Trocknen des Pellets bei 37°C

e Zugabe von 50 pl DEPC-Wasser zur Ldsung der Dig-markierten RNA-Sonde
e Inkubation der Losung bei 70°C fur 10 min

e Lagerung der Sonde bel -20°C bis zum weiteren Gebrauch

2.2.6 Insitu Hybridisierung (ISH)

Die In situ Hybridisierung erlaubt den Nachwels spezifischer Nukleinséduren (DNA, RNA) an
Gewebeschnitten. Diese Methode hat gegeniiber der PCR den Vorteil, dass sie eine préazise
Lokalisierung der gesuchten ,, Ziel-Nukleinsaure” im Gewebe selbst, also in situ, erméglicht.

Sie wurde zur Untersuchung der Lokalisation der VEGF-Expression auf mRNA-Ebene

verwendet.

2.2.6.1 Vorbemerkungen

Das sterile Arbeiten bis zur Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz im Gewebe ist fur
das Gelingen der ISH wichtig. Aus diesem Grund wurden alle verwendeten Glaswaren mit
Alufolie abgedichtet und 4 Stunden bei 180°C sterilisiert. Die verwendeten L ésungen wurden
mit DEPC-Wasser angesetzt, was Kontaminationen mit RNase vermeiden soll, und sie
wurden vor ihrem Gebrauch autoklaviert. Auf3erdem wurden bei der DurchfUhrung der 1SH
immer Einmalhandschuhe getragen.

Von den in Paraffin eingebetteten Plazentaproben wurden 4 um dicke Gewebeschnitte

angefertigt und diese wurden in einem 37°C warmen Wasserbad auf SuperFrost® Plus
Objekttrager (R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik, Teningen) aufgezogen.
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2.2.6.2 Protokoll der ISH zum Nachweis von VEGF

e Entparaffinieren der Gewebeschnittein Xylol: 5 min bel 60°C, 2x 5 min bei RT

e Rehydrierung der Gewebeschnitte in einer absteigenden Ethanolreihe: 2x 5 min in
100%igem Ethanol, 5 min in 96%igem Ethanol, 5 min in 70%igem Ethanol

e Waschen der Objekttrager in DEPC-Wasser

e Inkubation in 0,2 n HCI-LAsung fir 20 min zur Permeabilisierung der Membranen

e Inkubation in 2x SSC-Ldsung bei 70°C fur 15 min

e Waschenin 1x PBSM

e Inkubation mit Proteinase K (20 pg/ml, Roth GmbH) bei 37°C fur 20 min in feuchter
Kammer; dient der Gewebepermeabilisierung

e Abstoppen der Proteinase K-Reaktion: 5 minin 0,2%iger Glyzin-Losung

e Blockade unspezifischer Hintergrundreaktionen: 15 sec in 20%iger Essigsaure

e Waschenin 1x PBSM

e Nachfixierung der Gewebeschnitte: 10 min in 4%iger Paraformal dehyd-L 6sung

e Waschenin 1x PBSM

e Prahybridisierung: 45-60 min in 20%igem Glycerol

e Waschen in 2x SSC-L 6sung

e Vorbereiten des Sondenansatzes und des Hybridisierungspuffers:

e Sondenansatz: 2 pl Salmon-Sperm (Sigma, Taufkirchen) + 4 ul Hefe-tRNA (Sigma,
Taufkirchen) + 8 pul Dig-markierte RNA-Sonde —  Inkubation des Sondenansatzes
bei 70°C fur 12 min, danach Verbringen in Eisbad

e Ansatz fur den Hybridisierungspuffer: 24 ul DEPC-Wasser + 20 ul 20x SSC-Ldsung
+ 2 ul Denhardt’s Reagenz (50 %) + 100 ul deionisiertes Formamid (Sigma) + 40 pl
Dextransulfat (Sigma)

e Denaturierung und Streckung der Zielsequenzen durch Inkubation der Objekttrager
auf einer 70°C warmen Heizplatte fur 12 min; nach der Inkubation Lagerung der
Objekttrager auf Eis bis zum Auftragen der Sonde

e Sonde und Hybridisierungspuffer zusammenpipettieren

e Auftragen des Sondengemischs auf den Objekttréger und Abdecken mit einem
Deckglas

e Inkubation der Gewebeschnitte in einer mit Formamid-getrankten Tuchern
ausgel egten feuchten Kammer tber Nacht bel 37°C
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Stringentes Waschen (zum Abldsen nicht perfekt gebundener Hybridmolekile) mit 4x
SSC-L6sung bei 37°C fur 3x 10 min

Stringentes Waschen mit 2x SSC-Ldsung bei 60°C fir 15 min

Stringentes Waschen mit 0,2x SSC-L6ésung bel 42°C fir 15 min

Stringentes Waschen mit 0,1x SSC-Lésung bel RT fur 5 min

Stringentes Waschen mit 2x SSC-Losung bei RT fur 5 min

Waschen mit 1x TNMT fir 10 min bel RT

Inkubation mit 3%iger BSA-LAsung in 1x TNMT-Puffer fur 60 min in feuchter
Kammer bei RT; dient der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

Ansetzen der Verdinnung des Schaf-Anti-Digoxigenin-AP Antikorpers (Fab-
Fragmente, konjugiert mit akalischer Phosphatase; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim): die Verdinnung des Antikorpers (150 U/200 pl) mit 3%igem BSA in 1x
TNMT-Puffer betrug 1:4000

Inkubation mit dem Schaf-Anti-Digoxigenin-AP Antikorper Uber Nacht bei 4°C in
feuchter Kammer

Waschen mit X TNMT fur 2x 10 min bei RT

Waschen mit 1x NTB fur 5 min bel RT

Blockade unspezifischer Reaktionen der Alkalischen Phosphatase mit 2 mM
Levamisol in 1x NTB fur 5 min

Auftragen des Farbstoffes NBT/BCIP (KPL, Wedel) zur Visualisierung der gesuchten
Sonden-Zielsequenz-Hybride

Inkubation mit 2 mM Levamisol in 1x NTB fur 5min

Waschen in Aquadest. fir 5 min

Eindeckeln der Objekttréager mit Glyzeringelatine (Merck, Darmstadt)
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Immunhistochemie

3.1.1 Zytoskelettbestandteile

a-smooth muscle actin

Aktin zeigte in allen untersuchten Trachtigkeitsstadien ein einheitliches Farbeverhalten. Eine
deutliche Immunreaktion war grundsétzlich in den Geféwéanden, also in den Endothelien und
den glatten Muskelzellen zu sehen. Im Plazentarlabyrinth zeigten zudem die Deziduazellen
immer eine stark positive Reaktion fur Aktin. Aufgrund ihrer periendothelialen Lokalisation
werden die Aktin und Vimentin positiven Deziduazellen beim Hund im Folgenden auch als
Periendothelzellen bezeichnet. In der Invasionszone waren die glatten Muskelzellen der
maternalen Arterien und grof3e polygonale Zellen zwischen dem invadierenden Trophoblasten
fur Aktin geférbt. Ebenso wies das Myometrium aller untersuchten Tiere ein deutlich
positives Signal auf. Zellen epithelialer Herkunft waren zu jeder Zeit negativ. Demzufolge
zeigten weder die Zyto-/Synzytiotrophoblastzellen noch die Epithelien der Schicht der
Driusenkammern oder der tiefen Drisenschicht ein positives Signal (Abbildungen 5 bis 8). Im
Bereich des Randhdmatoms war das Bindegewebe gefarbt, die Epithelien waren negativ
(Abbildung 9). Im Verlauf der Trachtigkeit waren keine Unterschiede in der zeitlichen und

raumlichen Expression des Aktin-Proteins festzustellen.
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Abb. 5: Plazentarlabyrinth des Hundes. Im Plazentarlabyrinth sind die Gefél3wande der
maternalen Kapillaren (Sterne) und die Periendothelzellen (Pfeile) stark gefarbt. Auch die
fetalen Endothel zellen (Pfeil spitzen) sind positiv fur Aktin. FM, fetales Mesenchym.

Abb. 6: Plazentarlabyrinth der Katze. Im Plazentarlabyrinth zeigen die Deziduazellen (Pfeile)
ein positives Signal fur Aktin. Auch die fetalen Endothelien (Pfeilspitzen) wurden detektiert.
FM, fetales Mesenchym; Sterne, maternale Kapillaren.

0



Abb. 7: Invasionszone Hund. In der Invasionszone sind die diskontinuierliche Schicht der
glatten Muskelzellen (Pfeilspitze) der maternalen Arterie (MA) und grof3e polygonale Zellen

(Pfeile) zwischen dem invadierenden Trophoblasten (T) fur Aktin geférbt. Die Endothel zellen
der maternalen Arterie (MA) sind negativ.

Abb. 8: Drusenkammern des Hundes. In den Drisenkammern féarbt Aktin ausschliefdlich die
arteriellen glatten Muskelzellen (Pfeil), wohingegen die Kapillaren (Pfeilspitze) negativ sind.
Die Zylinderepithel zellen der Driisenkammern sind ebenfalls negativ.
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Abb. 9: Randhdmatom des Hundes. Im Randhamatom zeigen sowohl die glatten Muskelzellen
der Arterien (Pfeil) as auch die Kapillaren (Pfeilspitzen) eine positive Immunreaktion auf
Aktin. Die Epithelzellen des Randhdmatoms sind negativ.

Vimentin

Ein besonders deutliches Signal zeigte Vimentin in den Endothelien fetaler und maternaler
Gefélle im Plazentarlabyrinth und in den maternalen Geféal3endothelien der Invasionszone.
Auch das fetde Mesenchym und maternade Bindegewebe waren merklich gefarbt.
Deziduazellen und Periendothelzellen wiesen ein stark positives Signal fir Vimentin auf.
Ebenso farbte sich das Bindegewebe im Bereich des Randhamatoms, wohingegen dessen
Epithelien keine Farbreaktion zeigten. Die Epithelien der tiefen Drisenschicht sowie der
Driusenkammern waren, ebenso wie die Bestandtelle des Trophoblasten, zu jeder Zeit der
Graviditét negativ (Abbildungen 10 bis 13). Das Myometrium zeigte eine schwach positive
Reaktion. Das Farbeverhalten anderte sich Laufe der Graviditdt nicht, die untersuchten
Graviditétsstadien wiesen ein einheitliches Bild im Farbeverhalten auf und es waren keine

Unterschiede in der zeitlichen und raumlichen Expression festzustellen.
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Abb. 10: Plazentarlabyrinth des Hundes. Im Plazentarlabyrinth farbt Vimentin die fetalen
(Pfeilspitze) und maternalen (Sterne) Endothelien sowie die Periendothelzellen (Pfeile). Auch
das fetale Mesenchym (FM) ist positiv.

Abb. 11: Plazentarlabyrinth der Katze. Im Plazentarlabyrinth zeigen sowohl die fetaen
(Pfeilspitzen) als auch die maternalen Endothelien (Sterne) ein positives Signal fur Vimentin.
Die Deziduazellen (Pfeile) und das fetale Mesenchym (FM) sind ebenfalls gefarbt.
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Abb. 12: Invasionszone der Katze. In der Invasionszone ist die Wand einer grof3en maternalen
Arterie (MA) positiv fir Vimentin. Dabel ist die Grof3e der Zellen unterschiedlich, klein im
Zentrum (Pfeilspitzen) und grof3er in der Peripherie (Pfeile). Das fetale Mesenchym (FM) ist
ebenfalls gefarbt.

Abb. 13: Drusenkammern des Hundes. Das Bindegewebe (Pfeilspitzen) der Drisenkammern
sowie die Endothelien der Gefél3e (Sterne) zeigen eine positive Immunreaktion auf Vimentin.
Die Zylinderepithel zellen dagegen sind negativ.
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Zytokeratin

Zytokeratin detektierte in der endotheliochorialen Plazenta grundsétzlich die Epithelzellen.
Die Epithelien der tiefen Drisenschicht und der Driisenkammern zeigten ein stark positives
Signal (Abbildung 17). Auch im Bereich des Randhdmatoms waren die Epithelien stark
geféarbt (Abbildung 18). Der Synzytiotrophoblast war zu jeder Zeit stark positiv, wohingegen
der Zytotrophoblast teilweise eine eher schwache bis mittlere Immunreaktion zeigte. Der
invasive Trophoblast der Invasionszone war ebenfalls deutlich geféarbt. Stromazellen, fetales
Mesenchym und maternales Bindegewebe, wie auch das Bindegewebe im Bereich des
Randhdmatoms, waren zu jeder Zeit negativ. Die Endothelien zeigten ebenfalls keine
Farbreaktion. Deziduazellen und Periendothelzellen waren in  jedem untersuchten
Tréchtigkeitsstadium negativ (Abbildungen 14 bis 16).

Das Farbeverhaten blieb im Verlauf der Graviditét gleich, es waren keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Tréachtigkeitsstadien festzustellen.
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Abb. 14: Plazentarlabyrinth des Hundes. Im Plazentarlabyrinth férbt Zytokeratin den
Synzytiotrophoblasten (Pfeil) mit hoher Intensitdt, wohingegen der Zytotrophoblast nur
schwache Signale zeigt (Pfeilspitze). Die Endothelzellen der maternalen Kapillaren (Sterne)
weisen wie das fetale Mesenchym (FM) keine Immunreaktivitét auf.

Abb. 15: Plazentarlabyrinth der Katze. Im Plazentarlabyrinth féarbt Zytokeratin den
Synzytiotrophoblasten (dicke Pfeile) und den Zytotrophoblast (Pfeilspitze). Die

Endothelzellen der maternalen Kapillaren (Sterne) sowie die Deziduazellen (dinne Pfeile)
und das fetale Mesenchym (FM) sind negativ.
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Abb. 16: Invasionszone der Katze. In Gebieten mit fortschreitender Invasion ist der
Trophoblast (Pfeilspitzen), der eine grofl3e maternale Arterie (MA) invadiert, merklich gefarbt.
Die Endothelzellen und die glatte Muskulatur der maternalen Arterie, das fetale Mesenchym
(FM) und die Deziduazellen (Pfeile) zeigen keine Immunreaktivitét fir Zytokeratin.

Abb. 17: Drisenkammern des Hundes. Die Zylinderepithelzellen des Hundes haben ein stark

positives Signal fur Zytokeratin. Die Endothelzellen der Kapillaren (Sterne) dagegen sind
eindeutig negativ.
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Abb. 18: Randhdmatom des Hundes. Die Epithelzellen des Randhdmatoms zeigen ein stark
positives Signal fur Zytokeratin. Die Endothelzellen der Kapillaren (Pfeil spitze) sind negativ.
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3.1.2 VEGF-System

VEGF

Zu Beginn der Versuchsreihe wurde die Spezifitét des VEGF-Antikorpers Uberprift. Dazu
wurde eine Vorinkubation mit einem Blockierungspeptid durchgefihrt, welche die Spezifitéat

des VEGF-Antikorpers bestétigte. In diesen Kontrollen war kein Signal zu erkennen.

Das VEGF-Protein lief3 sich immunhistochemisch grundsétzlich in den Endothelien der
Gefélie nachweisen. Dabel waren die Endothelien der Gefél3e im Bereich des Chorions oft am
deutlichsten geféarbt. Zudem war bei der Katze festzustellen, dass die Farbintensitét zum Ende
der Graviditét hin leicht zunahm. Fetale Mesenchymzellen zeigten ebenfalls eine merkliche
Farbung auf VEGF und die Periendothelzellen wiesen eine schwache Farbreaktion auf. Im
Trophoblast war Uber den gesamten Graviditdtsverlauf eine positive Immunreaktion zu
beobachten. Die Intensitét der Farbreaktion variierte dabei von Tier zu Tier. Teilweise féarbte
sich der Synzytiotrophoblast etwas stérker als der Zytotrophoblast. Der invasive Trophoblast
der Invasionszone war grundsétzlich deutlich positiv. Die Deziduazellen der Katze zeigten im
ersten Drittel der Graviditédt eine schwach positive Reaktion, im Verlauf der Graviditat nimmt
diese zu und war im letzten Drittel im Vergleich zu den ersten beiden am deutlichsten
(Abbildungen 19 bis 21). Die Epithelien der Drisenschicht und der Driisenkammern waren zu
jeder Zeit deutlich gefarbt, beim Hund war zu erkennen, dass die Epithelien der tiefen
Drisenschicht immer etwas stérker geféarbt waren als die der Drisenkammern (Abbildung
22). Im Myometrium konnte in jedem Graviditdtsstadium eine leichte bis malige
Immunreaktion nachgewiesen werden. Im Bereich des Randhdmatoms wurde in den
Epithelien grundsétzlich ein stark positives Signal fur VEGF detektiert (Abbildung 23).
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ADbb.19: Plazentarlabyrinth des Hundes. VEGF farbt den Trophoblasten (dicke Pfeile) und das
Endothel der maternalen Kapillaren (Sterne) mit hoher Intensitét. Fetale Kapillaren (FC) und
fetale Mesenchymzellen (FM) zeigen ebenfalls eine positive Immunreaktion auf VEGF.
Periendothel zellen (diinne Pfeile) sind schwach geféarbt.

ADbb.20: Plazentarlabyrinth der Katze. Sowohl die maternalen (Sterne) als auch die fetalen
Kapillaren (FC) zeigen eine deutliche Immunreaktivitét fur VEGF. Der Synzytiotrophoblast
(dicke Pfeile) ist stark geféarbt, wohingegen der Zytotrophoblast (Pfeilspitzen) nur eine
geringe Farbung aufweist. Die Deziduazellen (dinne Pfeile) sind maldig bis stark positiv.
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Abb. 21: Invasionszone Hund. In Gebieten mit fortschreitender Invasion ist der Trophoblast
(T), welcher eine grol’e maternale Arterie (MA) invadiert, merklich geféarbt. Die
Endothelzellen (grofRRer Pfeil) des maternalen Gefél3es exprimieren ebenfalls das VEGF-

Protein, und auch die letzten noch vorhandenen glatten Muskel zellen der Gefal3wand (kleiner
Pfeil) sind positiv.

Abb. 22: Drisenkammern Hund. Die Zylinderepithelzellen der Drisenkammern des Hundes
zeigen eine deutliche VEGF Protein-Expression und auch die Endothelien (Sterne) der
maternalen Kapillaren sind eindeutig positiv.
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Abb. 23: Randhdmatom der Plazenta des Hundes. Die Epithelzellen des Randhdmatoms
zeigen en intensives positives Signal auf VEGF. Auch die Endothel zellen der Gefale (Stern)
sind geféarbt, jedoch schwécher.
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VEGFR-1/FIt-1

Auch hier wurde vorab die Spezifitéat des Antikdrpers Uberprift. Dazu wurde ebenfalls eine
Vorinkubation mit einem Blockierungspeptid durchgefihrt, welche die Spezifitdt des Ft-1-
Antikorpers bestétigte.

Die deutlichste Immunreaktion wurde in den Endothelien der Gefél3e hervorgerufen. Die
Endothelien der fetalen und maternalen Gefél3e waren Uber die gesamte Graviditdt hin
intensiv geférbt, die Immunreaktion war stérker als bel VEGF. Die fetalen Mesenchymzellen
zeigten ebenfalls ein positives Signal. Die Epithelien der tiefen Drisenschicht und der
Driusenkammern waren wahrend der gesamten Graviditét deutlich geféarbt, bel der Katze
variierte die Starke dabel leicht von Tier zu Tier. Der Trophoblast zeigte immer eine méfldige
Farbreaktion, dabel waren keine Unterschiede zwischen den untersuchten Trachtigkeitsstadien
festzustellen. Die deutlichste Farbreaktion zeigte der invasive Trophoblast der Invasionszone.
Auch das Myometrium zeigte wahrend der gesamten Graviditdt ein positives Signal. Die
Deziduazellen der Katze waren im ersten Drittel der Graviditét nur sehr schwach geféarbt, im
Laufe der Trachtigkeit war eine Zunahme in der Farbintensitét festzustellen, zum Ende der
Tréchtigkeit zeigte sich eine méldige Farbeaktion (Abbildungen 24 bis 27). Die Epithelien des
Randhdmatoms waren zu jeder Zeit der Graviditét stark positiv. Da sich dieses Bild bei VEGF
und seinen Rezeptoren gleich darstellt, wird auf die Abbildung der Reaktion im
Randhdmatom fir die VEGF-Rezeptoren verzichtet. Bei Flt-1 waren allerdings die
Endothelien der Gefél3e des Bindegewebes des Randhdmatoms stérker geféarbt als bei VEGF.
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Abb. 24: Im Plazentarlabyrinth des Hundes sind die Endothelien der maternalen Kapillaren
(Sterne) intensiv fur Flt-1 geféarbt. Die Endothelzellen des fetalen Mesenchyms (FM) sind
ebenfalls positiv. Der Trophoblast (Pfeile) weist eine maldige Immunreaktivitét auf.

Abb. 25: Plazentarlabyrinth der Katze. Die Endothel zellen der maternalen Kapillaren (Sterne)
zeigen ein stark positives Signa fur Flt-1. Ebenfalls sind die Kapillaren des fetalen
Mesenchyms (FM) geférbt. Im Trophoblast (dicke Pfeile) sowie in den Deziduazellen (diinne
Pfeile) ist eine eher schwache bis méaldige Farbung zu finden.
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Abb.26: Invasionszone Hund. In der Invasionszone zeigt der invadierende Trophoblast (T) ein
starkes, und die Endothelzellen (Pfeil) der maternalen Arterie (MA) ein sehr starkes Signal fur
Fit-1.

Abb. 27: Drusenkammern des Hundes. Die Zylinderepithelzellen der Drisenkammern sind
stark positiv fur Flt-1, und das Endothel der Kapillaren (Stern) ist ebenfalls geféarbt.
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VEGFR-2/FIk-1/KDR

Wie bereits bei VEGF und Flt-1 wurde vorab die Spezifitat des Antikorpers Uberprift. Dazu
wurde wiederum eine Vorinkubation mit einem Blockierungspeptid durchgefiihrt, welche die
Spezifitat des Flk-1-Antikorpers bestétigte.

Das Flk-1-Protein war wahrend der gesamten Graviditét im Trophoblasten detektierbar. Dabei
variierte die Starke der Immunreaktion von Tier zu Tier. Telweise war der
Synzytiotrophoblast stérker positiv als der Zytotrophoblast. Die starkste Immunreaktion
wurde im invasiven Trophoblasten der Invasionszone detektiert. Bei fortschreitender
Graviditét wurde die Immunreaktion im Trophoblasten eher stérker als zu Beginn der
Trachtigkeit. Im Plazentarlabyrinth waren die Endothelien der Geféf3e bei einem Grofdteil der
Tiere sehr schwach positiv, nur bei elnigen wenigen war eine maldige Farbreaktion
festzustellen. Besonders beim Hund fiel aber auf, dass der Bereich direkt um die Gefélde
herum stark positive Signale zeigte. In den grof3en maternalen Arterien der Invasionszone
waren die Endothelien schwach bis maldig geféarbt. Im Bereich der Drilsenkammern dagegen
war in den Endothelien der maternalen Gefél3e eine deutliche Immunreaktion festzustellen.
Die Epithelien der Drisenschicht und Kammern waren eigentlich tber die gesamte Graviditét
immer deutlich geférbt, allerdings wurde bei der Katze innerhalb des zweiten Drittels der
Tréchtigkeit eine leichte Abnahme der Intensitét beobachtet. Beim Hund zeigte die
Drusenschicht immer ein starker positives Signal as die Drisenkammern. Das Myometrium
war in jedem Trachtigkeitsstadium merklich geféarbt. Bel der Katze waren die Deziduazellen
zu Beginn der Graviditét wenn nur schwach geférbt, im Verlauf der Graviditét nahm die
Farbreaktion zu (Abbildungen 28 bis 31). Die Epithelien des Randhdmatoms waren zu jeder
Zeit der Graviditét stark positiv.
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Abb. 28: Plazentarlabyrinth Hund. KDR férbt den Trophoblasten (Pfeile) relativ stark an, aber
das maternale Endothel (Sterne) zeigt nur schwach positive Signale. In den fetalen Kapillaren
(Pfellspitzen) ist eine leichte bis méaldige Farbung festzustellen.

Abb. 29: Plazentarlabyrinth der Katze. KDR férbt den Trophoblasten (dicke Pfeile) und
detektiert etwas schwéachere positive Signale in den Endothelzellen der maternalen (Sterne)

und fetalen (Pfeilspitzen) Kapillaren. Auch die Deziduazellen (dinne Pfeile) sind schwach
gefarbt.

107



ADbb.30: Invasionszone des Hundes. In der Invasionszone ist das Endothel (Pfeil) einer grof3en
maternalen Arterie (MA) schwach positiv fir KDR. Der invadierende Trophoblast (T)
dagegen ist intensiv gefarbt.

Abb. 31: Drusenkammern des Hundes. Sowohl die Zylinderepithelzellen der Drisenkammern
als auch die Endothelzellen der Kapillaren (Sterne) zeigen eine Farbung fir KDR.
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3.2 Ergebnisse des Western Blots

VEGF

Der Nachweis des VEGF-Proteins am Plazentahomogenat von Hund und Katze erfolgte mit
Hilfe der indirekten Methode Uber die Alkalische Phosphatase. Als Positivkontrolle wurde ein
kommerziell erworbenes Gesamtzell-Lysat aus der Maus eingesetzt. Dabei war das VEGF-
Protein in jedem untersuchten Trachtigkeitsstadium nachweisbar, sowohl im
Plazentahomogenat des Hundes als auch in dem der Katze. Bel beiden Tierarten wurden das
erste, zweite und dritte Trachtigkeitsdrittel auf das Vorhandensein des VEGF-Proteins
Uberprift. Die Abbildung 32 zeigt eine représentativen Western Blot. Die Banden liegen auf
einer erwarteten Hohe von 27 kDa und 54 kDa, je nachdem ob das Protein als Monomer oder
Dimer vorliegt.

Bel der Positivkontrolle war die Bande ebenfalls auf einer Hohe von 54 kDa, hier war
lediglich das Dimer nachweisbar. Bei einer Vorinkubation des Antikorpers mit einem

Blockierungspeptid waren keine Banden sichtbar, was die Spezifitét des Antikorpers bestétigt.
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Abb. 32: Nachweis des VEGF-Proteins am Plazentahomogenat von Hund und Katze mittels
WB. M: Marker, PK: Positivkontrolle, Hd1l: Hund frihe Graviditdt, LB3: Hund
Graviditatsmitte, LB25: Hund spéte Graviditéat, LB13: Katze frihe Graviditdt, LB2: Katze
Graviditétsmitte, LB17: Katze spéte Graviditét. Die Banden liegen auf einer erwarteten Héhe
von 27 kDaund 54 kDa.

VEGFR-1/FIt-1

Der Nachweis des Flt-1-Proteins am Plazentahomogenat von Hund und Katze erfolgte
ebenfalls mit Hilfe der indirekten Methode Uber die Alkalische Phosphatase. Als
Positivkontrolle diente hier ein kommerziell erworbenes Gesamtzell-Lysat aus der Ratte. Das
Flt-1-Protein war sowohl im Plazentahomogenat des Hundes als auch im Plazentahomogenat
der Katze nachweisbar. Die Abbildung 33 zeigt eine reprasentativen Western Blot. Die
Banden liegen auf einer erwarteten Hohe von 180 kDa, bei der Katze jedoch nur bei 148 kDa.
Bel der Positivkontrolle war die Bande ebenfalls auf der erwarteten Hohe von 180 kDa

nachzuwei sen.
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Abb. 33: Nachweis des Flt-1-Proteins am Plazentahomogenat von Hund und Katze mittels
WB. M: Marker, PK: Positivkontrolle, Hd1: Hund, LB2: Katze. Die Banden liegen auf einer
erwarteten Hohe von 180 kDa, bel der Katze jedoch nur bei 148 kDa.

VEGFR-2/FIk-1/KDR

Das Flk-1-Protein wurde ebenfalls am Plazentahomogenat von Hund und Katze nachgewiesen
und erfolgte wiederum mit Hilfe der indirekten Methode Uber die Alkalische Phosphatase. Ein
kommerziell erworbener Mauseleberextrakt wurde as Positivkontrolle verwendet. Auch das
Flk-1-Protein war sowohl im Plazentahomogenat des Hundes als auch im Plazentahomogenat
der Katze nachweisbar. Die Abbildung 34 stellt einen représentativen Western Blot dar. Die
Banden liegen auf einer erwarteten Hohe von 190 kDa. Bel der Positivkontrolle war die
Bande auf einer Hohe von 170 kDa nachzuwei sen.
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Abb. 34. Nachweis des Flk-1-Proteins am Plazentahomogenat von Hund und Katze mittels
WB. M: Marker, PK: Positivkontrolle, Hd1: Hund, LB2: Katze. Die Banden liegen auf einer
erwarteten Hohe von 190 kDa.

3.3 Ergebnisse der RT-PCR

Spezifische mRNA von VEGF, Flt-1 und Flk-1 konnte mittels der RT-PCR in der
endotheliochorialen Plazenta in den unterschiedlichen Trachtigkeitsstadien nachgewiesen
werden. Die RT-PCR wurde am Gesamthomogenat des Plazentagewebes jeweils von Hund
und Katze eingesetzt. Von jeder Tierart wurde das erste (Hd 1, LB 13), zweite (LB 3, LB 2)
und dritte Drittel (LB 25, LB 17) des Trachtigkeitstadiums untersucht. Die Ergebnisse
zeigten, dass die jewellige spezifische mRNA in allen untersuchten Tréchtigkeitsstadien
exprimiert wurde.

VEGF konnte auf mRNA-Ebene in alen untersuchten Stadien durch Amplifikate in der
erwarteten Grof3e von 72 bp qualitativ nachgewiesen werden (Abbildung 35). Auch die
MRNA der Rezeptoren FIt-1 und Flk-1 wurde wahrend der gesamtem Graviditét exprimiert.
Die amplifizierten PCR-Produkte von Flt-1 zeigten sich mit einer erwarteten Groéfde von 81 bp
(Abbildung 36), die von Flk-1 zeigten sich mit einer erwarteten Grofde von 75 bp (Abbildung
37). Als GroRRenstandard wurde ein 50 bp DNA Marker aufgetragen. Zusétzlich wurde eine
Wasserleerprobe aufgetragen, die als Negativkontrolle diente; in dieser war keine cDNA
nachweisbar. Die Spezifitdt der PCR-Produkte wurde anschlief?end durch Sequenzierung in
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einem kommerziellen Labor (QIAGEN Genomic Services, QIAGEN GmbH, Hilden)
bestétigt.

100 bp

50 bp

M Hdl LB3 LB25 LB13 LB2 LB17

Abb.35: Nachweis der VEGF-mRNA am Plazentahomogenat von Hund (Hd 1, LB 3, LB 25)
und Katze (LB 13, LB 2, LB 17) in verschiedenen Trachtigkeitsstadien. Die VEGF-mRNA
wurde jeweils in alen drei untersuchten Stadien nachgewiesen. Die Banden liegen auf einer
erwarteten Hohe von 72 bp. M entspricht einem 50 bp Marker.

100 bp

50 bp
M Hdl LB3 LB25 LB13 LB2 LB17

Abb.36: Nachweis der FIt-1-mRNA am Plazentahomogenat von Hund (Hd 1, LB 3, LB 25)
und Katze (LB 13, LB 2, LB 17) in verschiedenen Trachtigkeitsstadien. Die Flt-1-mRNA
wurde jeweils in alen drei untersuchten Stadien nachgewiesen. Die Banden liegen auf einer
erwarteten Hohe von 81 bp. M entspricht einem 50 bp Marker.
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Abb.37: Nachweis der FIk-1-mRNA am Plazentahomogenat von Hund (Hd 1, LB 3, LB 25)
und Katze (LB 13, LB 2, LB 17) in verschiedenen Trachtigkeitsstadien. Die FlIk-1-mRNA
wurde jeweils in alen drei untersuchten Stadien nachgewiesen. Die Banden liegen auf einer
erwarteten Hohe von 75 bp. M entspricht einem 50 bp Marker.

3.4 Ergebnisse der Real Time RT-PCR

3.4.1 Ergebnisse der Real Time RT-PCR fur den Hund

Zur Anwendung der semiquantitativen Real Time RT-PCR wurden die untersuchten Tiere in
drei Gruppen unterteilt. Die Gruppen wurden in die frihe, mittlere und spédte Graviditét
eingeteilt, jede Gruppe enthielt drel Tiere. Die Tiere der dritten Gruppe, also der spéten
Graviditét, befanden sich alle im Stadium der Luteolyse.

VEGF

Nach Anwendung der 1-faktoriellen Varianz-Analyse zeigte sich kein signifikanter Zeiteffekt
(p=0,2041). Die hochste VEGF mRNA-Expresson wurde in der frihen Graviditét
beobachtet, danach ergab sich ein stetiger Abfall bis zur Geburt. Dabei war der Unterschied

zwischen den einzelnen Stadien wiederum nicht signifikant (Abbildung 38).

114



VEGF 164
16
14 - a
12
101 9,34
w a
O 8- 5,09 a
6 | 4,125
o] |
2 _
0
1. Drittel 2. Drittel 3. Drittel

Abb. 38: Expression der VEGF-mRNA am Plazentahomogenat des Hundes mittels Real Time
RT-PCR. Untersucht wurde das Expressionsniveau im ersten, zweiten und dritten Drittel der
Graviditdt. Es konnte kein signifikanter Zeiteffekt (p=0,2041) nachgewiesen werden. Auch
der Unterschied zwischen den einzelnen Stadien war nicht signifikant. RGE = relative Gen-
Expression.

VEGFR-1/FIt-1

Nach Anwendung der 1-faktoriellen Varianz-Analyse zeigte sich ein hoch-signifikanter
Zeiteffekt (p=0,0014). Die hochste Expression der Flt-1 mRNA wurde in der spéten
Graviditét beobachtet. Dabei war der Anstieg von der frihen und mittleren Graviditét bis zum
Zeitpunkt kurz vor der Geburt hoch signifikant (p<0,01) (Abbildung 39).
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Abb. 39: Expression der Flt-1-mRNA am Plazentahomogenat des Hundes mittels Real Time
RT-PCR. Untersucht wurde das Expressionsniveau im ersten, zweiten und dritten Drittel der
Graviditét. Es zeigte sich ein hoch-signifikanter Zeiteffekt (p=0,0014). Saulen mit
verschiedenen Markierungen (ab) unterscheiden sich mit p<0,01. RGE = relative Gen-
Expression.
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VEGFR-2/FIk-1/KDR

Nach Anwendung der 1-faktoriellen Varianz-Analyse zeigte sich ein signifikanter Zeiteffekt
(p=0,0103). Die FlIk-1 mRNA-Expression war in den Stadien der frihen Graviditét niedrig,
hoch in der Gestationsmitte und zum Ende der Graviditét wieder niedrig. Dabei konnte ein
signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen dem mittleren Gestationsstadium im Vergleich
zu dem frihen und spaten Stadium der Graviditat nachgewiesen werden (Abbildung 40).
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Abb. 40: Expression der FIk-1-mRNA am Plazentahomogenat des Hundes mittels Real Time
RT-PCR. Untersucht wurde das Expressionsniveau im ersten, zweiten und dritten Drittel der
Graviditét. Es zeigte sich ein signifikanter Zeiteffekt (p=0,0103). Sdulen mit verschiedenen
Markierungen (a,b) unterscheiden sich mit p<0,05. RGE = relative gene expression.

3.4.2 Ergebnisse der Real Time RT-PCR fur die Katze

Zur Anwendung der semiquantitativen Real Time RT-PCR wurden die untersuchten Katzen,
wie schon die Hunde, in drei Gruppen unterteilt. Die Gruppen wurden ebenfalls in die frihe,
mittlere und spéte Graviditét eingeteilt, jede Gruppe enthielt drei Tiere.

Bei der Katze ergaben sich aber zwischen den einzelnen Tieren innerhalb einer Gruppe
teilweise erhebliche Unterschiede in der relativen Expression, so dass keine Diagramme
erstellt wurden und eine Auswertung Uber statistische Verfahren nicht durchgefiihrt wurde.
Die ungleichen Werte innerhalb einer Gruppe wurden trotz mehrfach wiederholtem
Versuchsansatz beobachtet. Aus diesem Grund werden die Expressionsmuster der Werte der
Katze hier tabellarisch dargestellt.
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Tabelle 26: Ergebnisse der Real Time RT-PCR fur die Katze

VEGF GAPDH
164
Wert |MWert|SD | Wert MWert|SD |dCt dCt- ddCt |MWert|SD
Kal
LB19|29,33 (28,68 |0,92 |37,18 36,415 |1,08 |-7,74 |0,01 1,00 28,70 | 47,52
28,03 35,65
LB20|23,83 [23,75 |0,11 |318 32,115 |045 |-837 |-0,63 |1,45
23,67 32,43
LB13|19,31 19,685 |0,53 |33,57 3381 |034 |[-14,13 |-6,39 |83,58
20,06 34,05
LB28|21,29 21,475 0,26 |30,99 31,265 (0,39 |-9,79 |-2,05 |4,14 7,62 4,55
21,66 31,54
LB2 (21,07 21,15 |0,11 |32,10 31,465 |0,90 |-10,32 |-2,58 |5,96
21,23 30,83
LB16|20,16 |19,86 |0,42 |31,08 31,275 |0,28 |-11,42 (-368 |12,77
19,56 31,47
LB10|2559 |25535 (0,08 |34,47 3392 |0,78 |-839 [-0,65 |1,56 10,34 |8,61
25,48 33,37
LB14 22,69 22,85 (0,23 |33,00 3401 |143 |-11,16 |-3,42 |10,70
23,01 35,02
LB17|24,78 |24,82 |0,06 |36,81 36,79 |0,03 |-11,97 (-423 |18,77
24,86 36,77
VEGF GAPDH
R-1
Wert |MWert|SD | Wert MWert|SD |dCt DCt- |ddCt |MWert|SD
Kal
LB19|3393 [34,05 |0,17 |37,18 36,415 |1,08 |-2,37 |0,00 1,00 5,95 8,42
34,17 35,65
LB20|29,50 (29,51 |0,01 |31,80 32,115 |045 |-261 |-0,24 |1,18
29,52 32,43
LB13|27,44 |27,47 |0,04 |3357 3381 |0,34 |-6,34 (-397 |15,67
27,50 34,05
LB28 31,36 |31,25 |0,16 |31,27 31,595 |046 (-0,34 |2,03 0,25 241 1,93
31,14 31,92
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LB2 |27,54 |27,51 |0,04 |32,10 31,465 {090 |-396 [-1,59 (3,00
27,48 30,83
LB16|26,52 |26,915 (0,56 |31,08 31,275 |0,28 |-463 |-1,99 3,97
27,31 31,47
LB10|29,00 29,425 (0,60 |34,47 3392 |0,78 |-450 |-2,13 [4,36 4,00 0,19
29,85 33,37
LB14|29,66 |29,595 |0,09 |33,00 3401 |143 |-442 |[-205 [4,13
29,53 35,02
LB17 32,47 32,195 (0,39 |36,26 36,515 |0,36 |-432 |-195 3,86
31,92 36,77
VEGF GAPDH
R-2
Wert |MWert|SD | Wert MWert|SD |dCt DCt- |ddCt |MWert|SD
Kal
LB19 37,50 33,89 32,95 |1,33 |45 -4,17 |18,00 (87,24 |63,11
37,50 32,01
LB20|30,48 (30,45 |0,04 |28,74 28,875 |0,19 |1,58 -7,17 141,53
30,42 29,01
LB13|31,72 |32,06 |048 |29,55 30,015 |0,66 |2,05 -6,68 102,18
32,40 30,48
LB28 31,89 |31,415 (0,67 |30,90 30,285 |0,87 (1,13 -7,99 192,67 574,92 |527,1
30,94 29,67
LB2 30,35 |30,24 (0,16 |32,12 31,72 |057 |-1,48 |-10,20 |1176,3
30,13 31,32
LB16|31,73 |3152 |0,30 |31,08 31,275 |0,28 |0,25 -8,48 |355,82
31,31 31,47
LB10|39,01 39,035 |0,04 |30,61 30,34 |0,38 |8,70 -0,03 |1,02 17,86 |18,03
39,06 30,07
LB14|34,93 |34,72 (0,30 |30,38 31,205 |1,17 |3,52 -521 36,89
34,51 32,03
LB1738,31 |37,785 |0,74 |33,28 33,035 |0,35 (4,75 -3,97 |15,67
37,26 32,79
Zu beachten sind die fett gedruckten Werte, welche die relative Expression sowie die

errechneten Mittelwerte der relativen Expression innerhalb einer Gruppe darstellen.
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3.5 Ergebnisse der In Situ Hybridisierung

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen des VEGF-Proteins wurden
mittels ISH auf mRNA-Ebene bestétigt.

VEGF

Die Lokalisation der mRNA von VEGEF direkt in den Gewebeschnitten erfolgte mit der in situ
Hybridisierung. Die hierzu hergestellten Ribosonden wurden zunéchst in eéinem Vorversuch
auf ihre Eigenschaft zur Hybridbildung mit der mRNA von VEGF im Gewebe getestet. Eine
braune Farbreaktion im Zytoplasma der Zellen zeigte, dass die mit Not I/T7 hergestellte
Ribosonde ein Ribonukleotid-Hybrid bilden konnte (,Antisense-Sonde*). Diese Reaktion
bestétigte den positiven Nachweis der mRNA von VEGF aus der RT-PCR. Dagegen trat bel
den Schnitten, die mit der Ribosonde aus der Reaktion mit Nco I/SP6 behandelt wurden,
keine Farbreaktion auf. Diese komplementdre Ribosonde war identisch zu der im Gewebe
vorhandenen mRNA und konnte somit nicht hybridisieren (Abbildung 41). In den weiteren

V ersuchen wurde diese Sonde somit als Negativkontrolle (,, Sense-Sonde") eingesetzt.

Abb.41: Identifizierung der Sonden a's Antisense- (Fahigkeit zur Hybridisierung mit der im
Gewebe befindlichen mRNA) und Sense-Sonden. Die Antisense-Sonde ergibt eine braun-
schwarze Farbung (A), wéahrend die mit der Sense-Sonde behandelten Schnitte komplett
ungefarbt blieben (B).

Die mRNA von VEGF wurde in den Endothelien der fetalen und maternalen Gefale im
gesamten Verlauf der Graviditét stark exprimiert. Im Bereich des Chorions war diese
Farbreaktion teilweise etwas stérker als im restlichen Gewebe. Auch der Trophoblast war in
allen Stadien der Trachtigkeit deutlich geférbt, hier zeigte der Zytotrophoblast bei einigen
Tieren eine stérkere Farbreaktion as der Synzytiotrophoblast. Die tiefe Drisenschicht und die

Driusenkammern wiesen in jedem untersuchten Stadium ein deutlich positives Signal auf. Bei
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der Katze waren die Deziduazellen zu jedem Zeitpunkt stark geféarbt, nur bei einzelnen Tieren
war eine schwéachere Farbreaktion zu beobachten (Abbildungen 42 bis 45). Das Myometrium
war in alen Stadien leicht bis malig geféarbt und in den Epithelien des Randhéamatoms war

grundsétzlich ein stark positives Signal zu finden.
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Abb.42: Plazentarlabyrinth des Hundes. VEGF-mRNA wird im Trophoblasten (Pfeile) und
dem Endothel der maternalen Kapillaren (Sterne) exprimiert. Zudem ist die mRNA in fetalen
Mesenchymzellen (FM) lokalisiert.

Abb.43: Plazentarlabyrinth der Katze. Sowohl die maternalen Kapillaren (Sterne) a's auch die
fetalen Kapillaren des Mesenchyms (FM) exprimieren die VEGF-mRNA. Auch im
Trophoblast (dicke Pfeile) und in den Deziduazellen (dinner Pfeil) tritt eine deutlich positive
Hybridisierungsreaktion auf.
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Abb. 44. Invasionszone des Hundes. In Gebieten mit fortschreitender Invasion zeigt der
Trophoblast (T), welcher eine grof3e maternale Arterie (MA) invadiert, eine deutlich positive
Hybridisierungsreaktion. Die Endothelzellen (grof3er Pfeil) des maternalen Gefaldes

exprimieren ebenfalls die VEGF-mRNA, und auch die letzten noch vorhandenen glatten
Muskel zellen der Gefal3wand (kleiner Pfeil) sind positiv.

Abb. 45: Drisenkammern des Hundes. Die Zylinderepithelzellen der Drisenkammern des
Hundes zeigen eine deutliche VEGF-mRNA-Expression und auch die Endothelien (Pfeil) der
maternalen Kapillaren sind eindeutig positiv.
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4 Diskussion

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, die Expression von vascular endothelial growth factor
(VEGF) und seinen Rezeptoren Flt-1 (VEGFR-1) und KDR (VEGFR-2, Flk-1) in der
endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze nachzuweisen. Dies geschah sowohl auf
Protein- als auch auf mRNA-Ebene. Zuvor wurde eine immunhistochemische |dentifikation
der unterschiedlichen Zellpopulationen und der Invasionsstadien mit Markern for
zytoskeletale Filamente durchgefihrt. Eingesetzte Antikdrper gegen die Zytoskel ettfilamente
waren a-smooth muscle Actin, Vimentin und Zytokeratin.

Die vorliegende Arbeit sollte Uber die Vaskularisierung, VEGF-Expression und dessen Rolle
in der plazentaren Angiogenese der endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze
Aufschluss geben. Von besonderem Interesse waren weiterhin das Invasionsverhalten der

Trophoblastzellen und die Charakterisierung der Deziduazellen.

4.1 Kiritische Betrachtung der Methoden

Der Nachweis von VEGF und seinen Rezeptoren erfolgte sowohl auf qualitativer
(Immunhistochemie, Western Blot, RT-PCR und In situ Hybridisierung) als auch auf
guantitativer Ebene (Real Time RT-PCR).

Die untersuchten Plazenten von Hund und Katze entstammten aus Uteri unterschiedlicher
Trachtigkeitsstadien. Die Einteilung der Stadien erfolgte in das erste, zweite und dritte
Trachtigkeitsdrittel. Somit erlaubte das Untersuchungsmaterial eine Aussage Uber die
Verhdltnisse in der caninen und felinen Plazenta wahrend der gesamten Trachtigkeit, vom
Beginn der Plazentaentwicklung bis zu dem Zeitpunkt kurz vor der Geburt. Hierbei ist jedoch
zu beachten, dass die Einteilung der Plazenten in ein jeweiliges Trachtigkeitsstadium nur
anhand von qualitativen Kriterien erfolgte. Dieses war in der Tatsache begriindet, dass nur ein
kleiner Teil des Kollektivs aus Trachtigkeiten mit bekanntem Decktermin stammte und der
grofite Teil im Rahmen von Tierschutzaktionen gewonnen wurde. Somit erfolgte die
Einteilung zum Einen anhand der Entwicklung der Feten und zum Zweiten anhand einer

histol ogi schen Bewertung des Plazentationsstadiums am Paraffinschnitt.
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Immunhistochemie (IHC)

Bei der IHC wurden fir die verschiedenen Primarantikorper unterschiedliche Protokolle
eingesetzt. Bei den drei Antikorpern gegen die Zytoskelettfilamente (a-smooth muscle Actin,
Vimentin und Zytokeratin) wurde die ABC-Methode angewendet. Fir VEGF kamen drei
unterschiedliche Protokolle zum Einsatz. Dies waren die ABC-Methode, die APAAP-
Methode und die Methode mit dem ImmPRESS™ Detection System. Sie erzielten dieselben
Ergebnisse. Die beiden Rezeptoren wurden mit zwei verschiedenen Protokollen dargestellt.
Fur VEGFR-1 wurde die ABC-Methode verwendet, fir VEGFR-2 die Methode mit dem
ImMmPRESS™ Detection System, da dieses fur VEGFR-2 deutlichere Signal lieferte as die
ABC- oder APAAP-Methode. Die Spezifitat der Antikorper gegen VEGF, VEGFR-1 und
VEGFR-2 wurde durch eine Préinkubation des jewelligen Antikorpers mit einem spezifischen
Blockierungspeptid  Uberprift. Zudem wurde ene unspezifische Reaktion des
Sekundérantikdrpers ausgeschlossen, da in jedem Versuch auch eine Gewebeinkubation mit
normalem Pferdeserum in der Abwesenheit eines Primérantikorpers erfolgte, in welcher
grundsétzlich keine Immunreaktivitét auftrat. Diese negativen Ergebnisse bestétigten die
Spezifitét der Immunreaktion. Die IHC erméglichte nur die qualitative Beurteilung der
Expression, eine Quantifizierung ist mit dieser Methode nicht mdglich.

Von der Katze liegt bisher lediglich eine Proteinsequenz von VEGF in der NCBI-Datenbank
vor (NP_001009854), diese stimmt mit der VEGF-Proteinsequenz des Hundes aus der NCBI -
Datenbank (AAD29682) zu 98 % uUberein. Da in der NCBI-Datenbank noch keine
Proteinsequenzen fur VEGFR-1 oder VEGFR-2 angegeben sind, wurden aufgrund der hohen
Ubereinstimmung der VEGF-Proteinsequenz nicht nur fir diesen, sondern auch firr die beiden
Rezeptoren, bei Hund und Katze dieselben Primérantikorper eingesetzt. Zudem ist bekannt,
dass bei adlen bei Saugetierspezies bekannten VEGFs dieselbe Deletion vorkommt, und zwar
das Fehlen eines einzelnen Glutaminsdurerests, der an Position 5 im humanen Protein
anwesend ist. Dabei ist keiner der Unterschiede an einer Position lokalisiert, die relevant fir
die biologische Aktivitét von VEGF ist (Christinger et a. 1996; Muller et al. 1997; Wiesmann
et a. 1997; Scheidegger et al. 1999). Ebenso ist aus der Literatur bekannt, dass die caninen
VEGF Rezeptoren den humanen Rezeptoren sehr @hneln. Die Struktur des caninen VEGFR-2
entspricht der des korrespondierenden humanen Rezeptors (Scheidegger et al. 1999). Aus
diesen Grinden wurden in dieser Arbeit fir Hund und Katze die gleichen Antikorper
eingesetzt, und bel beiden Tierarten erzeugten die verwendeten Antikorper spezifische
Immunreaktionen in den erwarteten Zellpopul ationen.
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Western Blot (WB)

Fir den WB wurde das Protein aus Plazentagewebestlicken isoliert, die ale Anteile der
endotheliochoridlen Plazenta enthielten. Es wurde dementsprechend eine rein qualitative
Aussage Uber die An- oder Abwesenheit von VEGF und seinen Rezeptoren in der
Gesamtplazenta getroffen. Die Differenzierung, ob und in welchen maternalen oder fetalen
Komponenten das Protein exprimiert wird, erfolgte Uber die Immunhistochemie.

VEGF wurde in allen untersuchten Stadien der Trachtigkeit vom caninen und felinen
Plazentagewebe exprimiert. Die Banden lagen auf einer erwarteten Hohe von 27 kDa und 54
kDa, je nachdem ob das Protein als Monomer oder Dimer vorlag (Ergun et al. 1997; Hansen-
Algenstaedt et al. 2003; Celik-Ozenci et al. 2004; Demir et al. 2004). Bei der Positivkontrolle
lag die Bande ebenfalls auf einer HOhe von 54 kDa, hier war lediglich das Dimer
nachweisbar. Die Tatsache, dass bei einem der untersuchten Tiere (LB25) und bei der
Positivkontrolle nur das VEGF-Dimer nachweisbar war, konnte seine Ursache darin haben,
dass das verwendete Reducing Agent (NuPage® Sample Reducing Agent (10x), Invitrogen)
DTT enthdlt. DTT hat aber eigentlich nur eine Halbwertszeit von einem halben Tag, so dass
es gut moglich ist, dass trotz reduzierter Bedingungen vor allem VEGF-Dimere vorliegen und
nicht in jeder Probe auch das Monomer nachzuweisen war.

Fir VEGFR-1 und VEGFR-2 wurde exemplarisch jeweils das Plazentahomogenat eines
Hundes und einer Katze untersucht. In beiden Geweben wurde die Expression von Flt-1 und
KDR durch das Auftauchen von Banden auf spezifischer Hohe dargestellt. Fur Flt-1 lagen die
Banden auf einer erwarteten Hohe von 180 kDa, bel der Katze jedoch nur bel 148 kDa. Dies
ist vermutlich damit zu erkléren, dass bei der Katze nur das unreife Flt-1 nachweisbar war,
dessen GrofRe bei circa 150 kDa liegt. Die beim Hund und in der Positivkontrolle
nachgewiesenen Banden auf einer Hohe von 180 kDa entsprechen der Grof3e des reifen,
glykosilierten Proteins. Die Banden von KDR lagen auf einer erwarteten Hohe von 190 kDa,
sowohl im Plazentahomogenat des Hundes als auch in dem der Katze, so dass hier bei beiden
Tierarten das reife, glykosilierte Protein nachgewiesen werden konnte. Laut der Literatur sind
beide Rezeptoren glykosiliert; aber im Fall von KDR ist nur die finale glykosilierte Form
fahig, als Antwort auf VEGF eine Autophosphorylierung durchzumachen (Takahashi und
Shibuya 1997), wohingegen bei Flt-1 eine Rezeptor-Glykosilierung nicht essentiell fur die
hochaffine Bindung von VEGF ist (Barleon et al. 1997). Dementsprechend ist das bei der
Katze gefundene unreife, nicht glykosilierte Flt-1 vermutlich genauso reaktionsfahig wie das
reife, glykosilierte Protein des Hundes. Und bei KDR, wo eine Gykosilierung V oraussetzung

125



fur die Reaktionsfahigkeit ist, liegt das gefundene Proteine auch bei beiden Tierarten in

glykosilierter Form vor.

RT-PCR und Real Time RT-PCR

Die Durchfuhrung beider Methoden ermdéglichte hinsichtlich der Expression der VEGF-, Flt-
1- und KDR-mRNA sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Aussage. Die MRNA-
Isolierung erfolgte aus Plazentagewebestliicken, die alle Anteille der endotheliochorialen
Plazenta enthielten. Dementsprechend beziehen sich die Ergebnisse der RT-PCR und der Real
Time RT-PCR auf die Expression der entsprechenden mRNA in der Gesamtplazenta; eine
differenzierte Aussage Uber die Expression der VEGF-mRNA in fetalen oder maternalen
Komponenten der endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze wurde mittels In situ
Hybridisierung getroffen.

Die Primersequenzen fur die Amplifikation von VEGF, Flt-1 und KDR wurden aus den
bekannten hundespezifischen Sequenzen in der Gendatenbank entnommen. Dies waren fir
VEGF AF133248, fir Flt-1 AF262963 und fir KDR NM_001048024.

Eine qualitative Bewertung der Expression von VEGF, Flt-1 und KDR erfolgte durch den
Einsatz der RT-PCR. Sowohl fur den Hund als auch fir die Katze wurde die Expression der
jeweiligen mRNA in jedem der drei eingeteilten Trachtigkeitsstadien nachgewiesen.

Um einen Verlauf der Expression der untersuchten Gene im Verlauf der Trachtigkeit
nachzuweisen, wurde im Folgenden eine Real Time RT-PCR mit dem TagMan-Sonden
Verfahren eingesetzt, da sich diese Methode im Vergleich zu anderen Real Time Methoden
wie zum Beispiel der Sybr Green Methode, durch eine hohere Spezifitdt ausweist. Diese
Methode hat lediglich den Nachteil, dass sie durch die relativ hohen Kosten der Synthese und
Markierung der TagMan-Sonden, einen hoheren finanziellen Aufwand verursacht.

Die Expressionsmuster der Real Time RT-PCR-Werte der Katze wurden nur tabellarisch
dargestellt, da sich zwischen den einzelnen Tieren innerhalb einer Gruppe teilweise
erhebliche Unterschiede in der relativen Expression ergaben, und ein Erstellen von
Diagrammen daher nicht sinnvoll war. Das Problem dieser Ergebnisse besteht sicherlich
darin, dass die Einteilung der Proben in enes der Tréchtigkeitsstadien aufgrund
morphologischer Kriterien erfolgte und somit eine falsche Zuordnung der einzelnen Tiere
maoglich wére. Dennoch wirde ein Erstellen von Diagrammen zu einem dhnlichen Bild wie
beim Hund fihren, und dies gilt sowohl fur VEGF als auch fir seine beiden Rezeptoren. Die
Diskussion bezieht sich daher auf beide Tierarten. In weiteren Untersuchungen wére es

wichtig, Proben von Tieren einzusetzen, deren Graviditétsstadium definitiv bekannt ist.

126



In situ Hybridisierung (ISH)

Durch den Einsatiz der ISH konnte auch eine differenzierte Aussage Uber das
Expressionsmuster der VEGF-mRNA in fetalen oder maternalen Komponenten der caninen
und felinen Plazenta erfolgen. Die Lange der RNA-Sonde wurde relativ kurz gewahlt (186
bp), um moglichst gute Diffusionseigenschaften der Sonde in das fixierte Gewebe zu
erreichen (Leitch et a. 1994). Bei der Methode der ISH ist lediglich eine qualitative Aussage
Uber die Expression der mRNA mdoglich, eine quantitative Aussage Uber die Anzahl an
gebundenen Sonden ist nicht mdglich. Als Negativkontrollen wurden Sense-Sonden
verwendet, denn bei einer Hybridisierung der RNA-Sonden mit doppelstrangiger DNA
konnten auch die Sense-Sonden mit entgegengesetzter Polaritét ein Hybrid mit der DNA

bilden und dadurch ein falsch positives Signal im Gewebe erzeugen.

4.2 Lokalisation zytoskeletaler Filamente in der endotheliochorialen

Plazenta von Hund und Katze

Die Identifikation der verschiedenen Zelltypen innerhalb der Plazenta wird durch die Analyse
der Expression der verschiedenen Filamente des Zytoskeletts vereinfacht. Diese Methode ist
gut etabliert und wurde bereits zur Charakterisierung anderer Plazenta-Typen, wie der
epitheliochorialen Plazenta des Rindes (Pfarrer 2006), der hamochorialen Plazenta der Maus,
der Ratte, des Meerschweinchens, des Makaken und des Menschen genutzt (Glasser und
Julian 1986a; Khong et al. 1986; Blankenship und King 1993; Blankenship et al. 1993g;
Carter et al. 1998; Clausen et al. 2003; Nie et a. 2005). Auch an der endotheliochorialen
Plazenta des Nerzes (Winther et al. 1999b) und der Katze (Walter und Schonkypl 2006)
wurden zytoskeletale Marker zur Identifikation der Gewebearten elngesetzt.

In der vorliegenden Arbeit dienten die immunhistochemischen Farbungen mit Antikorpern
gegen die Intermediafilamente Vimentin und Zytokeratin sowie gegen die aus
Aktinuntereinheiten bestehenden Mikrofilamente der immunhistochemischen Identifikation
der unterschiedlichen Zellpopulationen in der endotheliochorialen Plazenta des Hundes und
der Katze. Aul3erdem erleichterte die selektive Anfarbung spezifischer Zellpopulationen, wie
des Trophoblasten, die Zuordnung zu den Gruppen der Tréchtigkeitsstadien. Insbesondere in
der Invasionszone gab die Farbung der unterschiedlichen Zelltypen Aufschluss Uber die
vorhandene Dynamik der Entstehung von Deziduazellen paralel zur Invasion von
Trophoblastzellen.
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Die lichtmikroskopischen Ergebnisse zeigten eine starke Expression des a-sm Actin-Proteins
im Myometrium sowie in den fetalen und maternalen GefélRwanden. Diese Lokalisation war
zu erwarten, da a-Aktin Bestandteil von kontraktilen Strukturen ist. Im Plazentarlabyrinth
farbte Aktin die Deziduazellen beziehungsweise die Periendothelzellen sowie das
Gefélendothel der fetalen Kapillaren. Das Geféal3endothel der maternalen Kapillaren zeigte
keine positive Reaktion, daflr zeigten die glatten Muskelzellen der maternalen Kapillaren
eine deutliche Immunreaktion. In der Invasionszone stellten sich die glatten Muskel zellen der
maternalen Arterien positiv dar, und wiederum die Deziduazellen. Auch hier blieb das
Geféendothel negativ. In der Schicht der Driisenkammern ist bemerkenswert, dass Aktin die
glatten Muskel zellen der Gefal3e, nicht jedoch die Endothelien der Kapillaren farbte.

Die Aufgabe des Aktinzytoskeletts in der Zelle besteht darin, sowohl stabile Strukturen wie
den kontraktilen Apparat der Muskelzelle zu bilden, wie auch veranderliche Strukturen, die an
der Zellbewegung Beteiligung finden (Alberts et al. 2004). Durch die dynamische Natur des
Aktinzytoskeletts ist die Gestalt der Zelle nicht starr, sondern unterliegt sténdigen
Veranderungen (Lodish et a. 2001a). Da die Plazenta mit eines der am besten durchbluteten
Organe darstellt, ist die Anwesenheit von Aktin in den plazentaren Gefél3en der
endotheliochorialen Hunde- und Katzenplazenta von essentieller Bedeutung. Zum einen
verleiht das in der vorliegenden Studie detektierte Aktin den Gefél3en ihre notwendige
Stabilitét, um den Anspriichen der fetalen Blutversorgung und dem dementsprechend hohen
Durchfluss des Blutvolumens standzuhalten, zum anderen gibt die dynamische Struktur und
Kontraktilitét des Aktinzytoskel etts den Gefél3en die Moglichkeit, sich an der Regulation und
Modulation des lokalen plazentaren Blutflusses zu beteiligen. Dies gilt sowohl fur die Gefalze
des fetadlen als auch des maternalen Anteils der Plazenta. Eine Erklarung fur eine positive
Reaktion der Endothelien der fetalen Gefél3e und einer negativen Reaktion der maternalen
Endothelien konnte darin liegen, dass die maternalen Plazentageféle schon wesentlich
ausgereifter sind und bereits glatte Muskelzellen und Periendothelzellen enthalten. Da den
fetalen Geféllen dies fehlt, muss deren Stabilitét und Kontraktilitdt der Gefée durch
Aktinfilamente in deren Endothelzellen erreicht werden. Daher konnen die a-sm Actin-
postiven fetalen Endothelzellen, im Hinblick auf die Kontrolle des plazentaren Blutflusses,
aktiv zur Regulation des Blutflusses der fetalen Membranen beitragen (Winther et al. 1999b).
Auch in der humanen Plazenta wird Aktin zur Identifizierung der glatten Muskulatur der
Gefdl3e verwendet (Labarrere und Faulk 1994; Cavaille et al. 1995), und Untersuchungen an
der Plazenta des Meerschweinchens und der Ratte ergaben ebenfalls immunpositive
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Ergebnisse fur Aktin in der glatten Muskulatur der Geféf3e (Clausen et al. 2003; Caluwaerts et
al. 2005).

Vimentin befindet sich typischerweise in mesenchymalen Zellen und in den Endothelzellen
der Blutgefalle. Im Gebiet der Plazentaforschung wird Vimentin as Marker fir
mesenchymale Zellen und fir stromale Dezidua genutzt (Faulk et al. 1990; Carter et al. 1998;
Miglino et al. 2004). Dementsprechend wurde es in der vorliegenden Arbeit vor alem zur
Detektion der fetalen und maternalen Endothelien sowie der Deziduazellen eingesetzt. Im
Plazentarlabyrinth farbte Vimentin mit hoher Intensitdt das fetale und maternale
Gefélendothel sowie die Periendothelzellen beziehungsweise die Deziduazellen. Dieses
entspricht den Ergebnissen der Untersuchungen an anderen Tierarten, denn die Deziduazellen
waren bei Untersuchungen der Plazenta der Ratte, des Nerzes, des Meerschweinchens, der
Maus und der Fledermaus sowie dem Menschen und dem Makaken ebenfalls positiv fur
Vimentin (Glasser und Julian 1986b; Khong et al. 1986; Carter et al. 1998; Winther et al.
1999b; Rasweiler et al. 2000; de Souza und Katz 2001; Usborne et al. 2002). Ebenso zeigte
das fetde Mesenchym positive Immunreaktionen. In der Invasionszone waren die
Gefaldwéande der maternalen Arterien positiv und wiederum die Deziduazellen. In der Schicht
der Drusenkammern farbte Vimentin das Bindegewebe sowie das Endothel der Geféal3e. Das
Myometrium zeigte eine maldige Farbreaktion. Epitheliale Zellen waren zu jeder Zeit negativ.

Die Herkunft und die Rolle der Deziduazellen sind zur Zeit noch nicht vollsténdig aufgekl&rt.
In den meisten Berichten werden sie als dezidualisierte maternale Zellen beschrieben (Leiser
und Koob 1993), oder als zu aufergewohnlicher Grofe transformierte endometriale
Stromazellen (Amoroso 1952). Die in der fir diese Arbeit durchgefihrten
immunhistochemischen Untersuchungen bestétigen diese Theorie, denn die Expression von
Vimentin und die Nicht-Expression von Zytokeratin deuten auf einen stromalen Ursprung
dieser Zellen hin. Auch fir den Menschen und Nagetiere wurde beschrieben, dass die Dezidua
as ein Resultat der dramatischen Proliferation und Differenzierung endometrialer
Stromazellen entsteht (Abrahamsohn und Zorn 1993; Gellersen und Brosens 2003). Dass
Vimentin als ein Intermediarfilament den Zellen und Geweben ihre mechanische Stabilitét
verleiht (Alberts et a. 2004), und die Vimentin-Synthese zudem bekanntlich mit Mobilitat
korreliert ist (Hay 1995), bekraftigt die Annahme, dass sich die Deziduazellen an der
Regulation des lokalen plazentaren Blutflusses bei Hund und Katze beteiligen kénnen. Eine
ahnliche Funktion wird auch den Periendothelzellen der Nerzplazenta zugesprochen (Winther

et a. 1999b). Auch fur die humane Plazenta wird angenommen, dass die Funktion der
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Vimentin-positiven Myofibroblasten in der Autoregulation des feto-plazentaren Blutflusses
und der mechanischen Stabilitét liegt. Die Myofibroblasten fungieren hier eventuell als ein
wichtiges Glied, die maternale und fetale Perfusion der Plazenta anzupassen. So kann ein
Anstieg des Widerstandes im feto-plazentaren Blutfluss, aus einem hohen Druck resultierend,
durch Relaxation der Myofibroblasten herunterreguliert werden (Demir et a. 1997). Die
humanen Deziduazellen sind phenotypisch und funktionell mit Myofibroblasten und Perizyten
vergleichbar und sind in der humanen Plazenta um die Blutgefélie lokalisiert, woraus die
Vermutung entsteht, dass diese kontraktilen Zellen eine Rolle in der Regulation des
Blutflusses spielen (Oliver et al. 1999; Kimatrai et al. 2003). Diese Funktion ist auch fur die
Periendothelzellen des Hundes und die Deziduazellen der Katze wahrscheinlich, da das
vorliegende Expressionsmuster der zytoskeletalen Bestandteile, sowie deren Lokalisation um
die plazentaren Gefél3e im Gewebe, fur eine solche Funktion dieser Zellen spricht. Zudem
konnten die Deziduazellen im Plazentarlabyrinth der Katze eine zusétzliche Stitzfunktion fir
die maternalen Gefél3e einnehmen, da diese selbst kein Aktin exprimieren.

Zytokeratin ist ein anerkannter Marker fir Zellen epithelialen Ursprungs. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde Zytokeratin als Marker fur die invadierenden Trophoblastzellen
verwendet, deren Aktivitdt bis zum Ende der Trachtigkeit andauert. Bei den
immunhistochemischen Untersuchungen férbte Zytokeratin im Plazentarlabyrinth vor allem
den Synzytiotrophoblasten stark, wéhrend der Zytotrophoblast eine vergleichsweise
schwéchere Farbreaktion aufwies. Dieser Unterschied in der Expression wurde auch bei den
Trophoblastpopulationen des Meerschweinchens festgestellt, wo der Zytotrophoblast im
Gegensatz zum starker geféarbten Synzytiotrophoblasten ebenfalls schwach immunreaktiv fr
Zytokeratin war (Carter et al. 1998). Bel vorherigen Untersuchungen an der Plazenta des
Hundes und der Katze wurden keine Unterschiede in der Zytokeratin-Expression innerhab
der Trophoblasttypen festgestellt (Klonisch et a. 1999b; Klonisch et al. 1999a; Walter und
Schonkypl 2006). In der Invasionszone zeigte der Trophoblast ein stark positives Signal. In
der Schicht der Drusenkammern wiesen die Zellen des Zylinderepithels eine sehr deutliche
positive Immunreaktion auf, und auch in den Epithelzellen der tiefen Drisenschicht und des
Randhamatoms war eine starke Farbreaktion zu finden.

Die Anwesenheit von Zytokeratin in den Trophoblastzellen und im Epithel der Drisen in der
Plazenta von Hund und Katze spiegelt deren ektodermalen Ursprung wieder. Die Zytokeratine
dienen der Erhaltung der Form und verleihen den Zellen Stabilitét. Die wichtigste Funktion

der Intermediarfilamente ist die Verstarkung der Plasmamembran an Stellen, wo Kontakte zu
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anderen Zellen oder zur extrazelluldren Matrix bestehen (Lodish et al. 2001b). Dies ist gerade
in den Zellpopulationen des Trophoblasten, insbesondere des Synzytiotrophoblasten, von
entscheidender Wichtigkeit, denn der Synzytiotrophoblast ist digjenige Zellpopulation, die bei
der endotheliochorialen Plazentation die Invasion in das maternale Gewebe steuert und als
invasive Form das uterine Gewebe erodiert (Leiser und Enders 1980a). Hierbei spielt die
Zellstabilitét eine entscheidende Rolle. Da der Synzytiotrophoblast einen besonders engen
Kontakt zu den Zellpopulationen des maternalen Anteils der Plazenta eingeht, ist eine
Verstarkung der Plasmamembran an eben diesen Kontaktstellen eine wichtige V oraussetzung
fr die Stabilitét des Trophoblasten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit hinsichtlich des Expressionsmusters aller drei untersuchten
Zytoskelettfilamente o-sm Actin, Vimentin und Zytokeratin wurden durch die Ergebnisse
einer anderen Arbeitsgruppe bestétigt, diese beziehen sich alerdings nur auf die Katze
(Walter und Schonkypl 2005).

Aktin und Vimentin befinden sich in Zellen mesodermaler Herkunft und sind in
Deziduazellen und Periendothelzellen lokalisiert. Zum einen weist dies auf eine Beteiligung
dieser Zellen in die Kontrolle der Invasion hin, denn es konnte bereits fir den Menschen
nachgewiesen werden, dass die Proliferation, Migration und Invasivitét der humanen
extravillésen Trophoblastzellen innerhalb der Dezidua durch die zwei dezidualen Produkte
TGF-p und Decorin kontrolliert werden (Xu et al. 2002). Dies legt die Vermutung nahe, dass
auch die Deziduazellen und/oder Periendothelzellen der Katze und des Hundes eine
regulierende Funktion auf die Kontrolle der Trophoblasten-Invasion ausiiben kdnnten. Zum
anderen deutet es auf eine Betelligung dieser Zellen an der Regulation des |okalen plazentaren
Blutflusses (s. 0.). Bel den Untersuchungen an der Plazenta der Katze konnten im
Plazentarlabyrinth keine Periendothelzellen an den maternalen Gefal3en identifiziert werden,
dafUr aber grofRe und in reichlicher Anzahl vorhandene Deziduazellen. Diese wiederum
weisen ebenfalls das gleiche Expressionsmuster hinsichtlich der zytoskeletalen Bestandteile
Aktin und Vimentin auf. Da sich diese Zellen innerhalb des Plazentarlabyrinths immer in
unmittelbarer N&he zu den maternalen Gefal3en befinden, kann auch in diesem Fall von einer
Beteiligung dieser Zellen an der Regulation des lokalen plazentaren Blutfluss ausgegangen
werden. Im Gegensatz zum Hund sind im Plazentarlabyrinth der Katze auch keine glatten
Muskelzellen um die maternalen Gefél3e nachweisbar. Dieses Ergebnis, zusammen mit der
Abwesenheit von Periendothelzellen, fihrt zu dem Schluss, dass die Deziduazellen innerhalb

des maternalen Anteils des Plazentarlabyrinths die einzigen Zellen mit kontraktilem Potential
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sind, und daher deren Beteiligung an der Regulation des lokalen plazentaren Blutflusses sehr
wahrscheinlich ist. Die identische Expression von Aktin und Vimentin in Periendothelzellen
und Deziduazellen lésst darauf schliessen, dass es sich bel den Periendothel zellen des Hundes

und des Nerzes um Deziduazellen mit einem unterschiedlichen Phanotyp handelt.

4.3 Expression von VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 in der caninen und

felinen Plazenta

Die Expression von VEGF, VEGFR-1 (FlIt-1) und VEGFR-2 (KDR/FIk-1) wurde in allen
untersuchten Trachtigkeitsstadien der caninen und felinen Plazenta sowohl auf mRNA-Ebene
(mittels RT-PCR, Real Time RT-PCR und ISH [nur VEGF]) als auch auf Proteinebene
(mittels WB) nachgewiesen und in spezifischen Zellpopulationen lokalisiert (mittels IHC).

4.3.1 Bedeutung des VEGF-Systems flr die Angiogenese

Die Expression von VEGF in den Endothelien der plazentaren Gefél3e stellt eine wichtige
Voraussetzung fur die plazentare Neovaskularisation dar, denn die Angiogenese beinhaltet die
Migration und Proliferation von Endothelzellen. Wie bereits von Nicosia et a. (1994)
beschrieben, induziert VEGF als einer der wichtigsten Angiogenesefaktoren die Migration
und Proliferation der Endothelzellen. Die in der IHC und 1SH gefundenen Expressionsmuster
zeigen, dass VEGF im Myometrium und den maternalen Endothelzellen exprimiert wird.
VEGFR-1 und VEGFR-2 werden ebenfalls im Myometrium exprimiert, und daraus lasst sich
schlief3en, dass VEGF seine Wirkungen im Myometrium autokrin Uber seine beiden
Rezeptoren vermittelt. Diese VEGF-Wirkungen liegen zu Beginn der Trachtigkeit sicherlich
in der Induktion der Angiogenese, denn die maternale Vaskularisierung der Plazenta geht von
den Gefallen des Myometriums aus (Weston et al. 2002), womit das Myometrium die
Grundlage fur das Entstehen eines plazentaren Austauschsystems von der maternalen Seite
her bildet. Zu diesem Zeitpunkt spielt wahrscheinlich das VEGF/KDR-System die Hauptrolle,
wohingegen sich die VEGF-Wirkung gegen Ende der Trachtigkeit dann vermutlich in
Richtung der Erhaltung und des Uberlebens der Endothelzellen verschiebt, so dass nun das
VEGF/FIt-1-System die wichtigere Rolle Ubernimmt (Winther und Dantzer 2001). Die
myometrialen Gefél3e machen wahrend der Graviditét ein bedeutendes Wachstum und eine

Remodellierung durch, um den steigenden Anspriichen des sich entwickelnden Fetus gerecht
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zu werden (Weston et al. 2002) und es wurde nachgewiesen, dass die myometrialen
mikrovaskuldren Endothelzellen als Antwort auf VEGF migrieren und proliferieren (Gargett
et a. 2000). Zudem wére ein weiterer Denkansatz zu der Expression von VEGF im
Myometrium mdglich: zusétzlich zu der endothelialen mitogenen Kapazitét der VEGF-
Familieist diese bekannt dafur, die Flussigkeits- und Proteinextravasation von Blutgefélien zu
induzieren. Der Implantationsort von Nagetieren ist durch lokale Odeme, erhohte
Gefdl3permeabilitdt und Vasodilatation charakterisiert (Charnock-Jones et al. 1993). Die
Fahigkeit des Endometriums VEGF zu exprimieren bestdtigt eine mogliche Beteiligung an
diesem Prozess (Charnock-Jones et al. 1993). Auch Sugino et al. (2002) sahen es aufgrund der
VEGF Expression im Endometrium als wahrscheinlich an, dass VEGF zu einer erfolgreichen
Implantation und Aufrechterhaltung der Gestation durch die erhohte Gefé3permeabilitét
beitragt. Dementsprechend kénnte VEGF auch an den Vorbereitungen zur Implantation von
Hund und Katze partizipieren, denn in der vorliegenden Studie wurden in den endometrialen
GeféRendothelien ebenfalls VEGF und seine Rezeptoren detektiert. Méglich wére auch, dass
myometriales VEGF seine Wirkung parakrin  Uber die Rezeptor-exprimierenden
Gefalendothelien des Endometriums vermittelt.

Die hier festgestellte Expression von VEGF und seinen Rezeptoren im Myometrium und
Endometrium stimmt mit in der Literatur gefundenen Angaben Uberein. So wurde im
Myometrium des Menschen die Expression von VEGF nachgewiesen und vermutet, dass es
eine Rolle in dessen Angiogenese spielt, und dass Angiogenese durch myometriale VEGF-
Produktion wichtig fur die uterine myometriale Vaskularisierung ist (Charnock-Jones et al.
1993; Harrison-Woolrych et a. 1995; Taniguchi et al. 2001; Poncelet et al. 2004).
Myometrilles VEGF in Mutterschafen scheint for mikrovaskulare Antworten des
Myometriums infolge Ostradiol-Gaben verantwortlich zu sein und dementsprechend fiir
angiogene Vorgange (Reynolds et al. 1998). Beim Schwein wurde aufgrund der Expression
von VEGF und seinen Rezeptoren im Myometrium eine funktionelle Rolle von VEGF in
glatten Muskelzellen vermutet (Winther et al. 1999a). Beim Marmosetaffen wurde auf eine
Involvierung von VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 in die Vorbereitung des Endometriums fur
die Implantation geschlossen (Rowe et al. 2003). Auch fir Kaninchen wurde aufgrund der
endometrialen Expression des VEGF-Systems angenommen, dass VEGF die Induktion der
Gefahyperpermeabilitdt wahrend der Implantation und die folgenden angiogenen Prozesse
beeinflusst (Das et a. 1997). Wang et al. (2003) vermuteten, dass VEGF in die Forderung des
endometrialen Gefél3wachstums und die Gefaldrekonstruktion involviert ist, was fur eine

adaguate Empfanglichkeit wahrend der frihen Graviditdt des Rhesusaffen benttigt wird. Bei

133



Untersuchungen an Plazenten des Goldhamsters wurde angenommen, dass VEGF zusétzlich
zu seiner Wirkung auf die endometriale Angiogenese und Gewebeschwellung die

Proliferation und Differenzierung des Endometriums erleichtern konnte (Yi et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wird VEGF in Endothelien des fetalen Mesenchyms und des
Endometriums exprimiert. Sowohl fetale als auch maternale GeféRendothelien zeigten in der
IHC grundsétzlich eine deutliche VEGF Expression.

Die Anwesenheit von VEGF in den fetalen Endothelzellen kann eine weitergehende
Vervielfaltigung der Choriongefalie fordern. Dabei ist zu bemerken, dass die Endothelien der
Geféalle im Bereich der Chorionplatte haufig die deutlichste Reaktion zeigten, was auf eine
vergleichsweise hohe Expression von VEGF gerade an der Basis der Lamellen hindeutet und
vermuten |8sst, dass das Wachstum/die Sprossung von Gefél3en gerade in diesem Bereich
erfolgt und somit widerspiegelt, wie wichtig die Entstehung weiterer Gefélle in diesem
Bereich ist, um eine adaquate Blutversorgung und einen adaguaten Nahrstofftransfer zu
ermoglichen und eine Weiterentwicklung der Plazenta sicherzustellen. Auch in der
Schafplazenta wurde eine Involvierung von VEGF in die Regulation des Auswachsens der
Blutgeféiie innerhalb der fetalen Zotten vermutet (Regnault et a. 2002). Fir die Plazenta des
Rhesusaffen wurde ebenfalls angenommen, dass VEGF in die fetoplazentare
Gefaldifferenzierung und -entwicklung involviert ist (Wang et a. 2003), und dass die
Anwesenheit von VEGF in den fetalen Kompartimenten die Angiogenese innerhalb der
Zotten unterstitzt (Wei et al. 2004b).

Eine deutliche FIt-1-Immunreaktion in den Endothelien der maternalen und fetalen Gefalie
spricht vermutlich dafUr, dass die neu gebildeten Gefal3e nun aufrechterhalten werden mtissen.
Die starke endotheliale Flt-1-Expression ist Uber die gesamte Graviditét hin konstant, so dass
von einer permanenten Flt-1-vermittelten VEGF-Wirkung wahrend der gesamten Trachtigkeit
ausgegangen werden kann. Vermutlich Ubt VEGF seine Wirkungen hier zum einen autokrin
aus, da es ebenfalls in den GefélRendothelien lokalisiert ist, zum anderen parakrin von den
direkt benachbarten Deziduazellen aus. Im Gegensatz zu den hier ermittelten Ergebnissen, wo
die Endothelien wéahrend der gesamten Graviditét Flt-1 gleichermal3en stark exprimieren,
ergaben Untersuchungen an der Plazenta des Nerzes, dass die Immunreaktivitat fur Flt-1 erst
in der spaten Gestation stark wird (Winther und Dantzer 2001). In der aktuellen Studie zeigte
KDR dagegen ein unterschiedliches Farbeverhalten in den Endothelien. Wider Erwarten war
im Plazentarlabyrinth von Hund und Katze nur eine schwache Féarbung der maternalen

Endothelien festzustellen. Dagegen zeigten Endothelien in der Invasionszone eine deutlichere
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Farbung, was darauf schlief3en Iasst, dass die Neubildung der Gefél3e vor alem von den
Geféallen der Invasionszone ausgeht. Die kleineren Gefél3e des maternalen Plazentarlabyrinths
scheinen nicht die gleiche Fahigkeit zur Bildung weiterer Gefal3e zu haben, und wenn nur in
wesentlich geringerem Umfang, da sie nur eine geringe KDR Expression aufweisen. In den
Gefallen des Chorions zeigte KDR eine méfdige Farbreaktion. Ein Grund hierfir kénnte sein,
dass in den fetalen Anteilen der Plazenta vorwiegend kleine Gefdle wie Kapillaren
ausgebildet werden, aus welchen die Neubildung von weiteren Kapillaren ausgehen muss.
Hierflr ist sicherlich die KDR-vermittelte VEGF-Wirkung verantwortlich. So wurde beim
Marmosetaffen aufgrund der endothelialen KDR-Expression in Mesenchymzellen,
Choriongefé3en und fetalen Kapillaren dessen Verantwortlichkeit fir die endotheliale
Zelldifferenzierung vermutet, sowie ein durch KDR vermitteltes Wachstum der fetalen
Blutgeféaie (Wulff et a. 2002). Beim Menschen wurde die Expression von KDR in den
plazentaren Gefélendothelien ebenfalls mit der Differenzierung und dem Wachstum neu
geformter Endothelzellen assoziiert (Clark et al. 1996). Auch in der caninen und felinen
Plazenta kann davon ausgegangen werden, dass die Neubildung der Gefal3e aufgrund der
Kolokalisation von VEGF und KDR in den Gefé3endothelien stattfindet. So zeigten
Endothelzellen der Aorta des Schweins, denen VEGF-Rezeptoren fehlen, Chemotaxis und
Mitogenese as Antwort auf VEGF, wenn sie mit KDR-kodierendem Plasmid transfiziert
wurden (Waltenberger et a. 1994), und an Endothelzellen der Aorta des Rindes wurde
nachgewiesen, dass KDR fur die VEGF-vermittelte Proliferation und Migration der
Endothelzellen verantwortlich ist (Bernatchez et al. 1999). Das hier erhaltene Ergebnis der
eher schwachen Expression von KDR in den plazentaren Gefélen stimmt mit den
Ergebnissen Uberein, die Demir et al. (2004) bei Untersuchungen an der humanen Plazenta
erhielten. Auch hier wurde nur eine schwache oder nicht vorhandene Immunreaktion fir KDR
im Gefé3endothel erzielt (Demir et al. 2004).

Die Lokalisation des VEGF Ligand-Rezeptor-System in den maternalen und fetalen
Kapillaren der caninen und felinen Plazenta stimmt mit dem bekannten mitogenen Effekt von
VEGF auf Endothelzellen tberein und spiegelt die direkte Beteiligung von VEGF an
angiogenen Prozessen, wie der Neubildung plazentarer Gefal?e und der anschlief3enden
Erhaltung der Gefaldintegritét, wider.

Zudem ist VEGF dafir bekannt, dass es die Gefé3permeabilitét erhoht (Persson und
Rodriguez-Martinez 1997; Rowe et al. 2003). Der fetale Bedarf an Nahrstoffen und Sauerstoff
wéhrend der frihen Graviditét muss durch Diffusion tber die feto-maternale Verbindung
befriedigt werden, ein Prozess der in entscheidendem Mal3e von der Gefél3permeabilitét
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abhéngt (Rowe et al. 2003). Die Lokalisation von VEGF in den Geféf3endothelien spiegelt
also zusdtzlich die Aufgabe von VEGF wider, die Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff
durch die Endothel zellen hindurch in der friihen Graviditéat zu erméglichen und zu erleichtern.
Untersuchungen an verschiedenen anderen Spezies und Plazentationstypen bestétigen die
Expression von VEGF und seinen Rezeptoren in den plazentaren Gefél3endothelien. In der
hé&mochorialen Plazenta des Menschen und des Pavian wurde die Kolokalisation des VEGF-
Systems mit seiner bekannten Rolle in der Vaskulogenese und Angiogenese in Verbindung
gebracht und dementsprechend mit der plazentaren Neovaskularisation (Helske et al. 2001,
Hildebrandt et al. 2001). Es wurde vermutet, dass VEGF durch Flt-1- und KDR-vermittelte
Wirkung zu einer erfolgreichen Implantation und Aufrechterhaltung der Gestation durch die
erhohte Geféal3permeabilitdt oder Formation des dichten Gefal3netzwerkes beitragt (Sugino et
al. 2002). Auch beim Rhesusaffen wird von einer Involvierung der endothelialen
VEGF/VEGFR-Paare in den Prozess der maternalen Gefédtransformation und der
fetoplazentaren Geféal¥differenzierung und Entwicklung wéhrend der frihen Graviditét
ausgegangen, sowie von einer Involvierung in die Geféa3permeabilitét (Wang et al. 2003; Wel
et a. 2004a; Wei et a. 2004b). Des Weiteren wurde beim Marmosetaffen wegen der
endothelialen Koexpression beider Rezeptoren von einer Involvierung des VEGF-Systems in
die Prdparation des Endometriums fir die Implantation und in die Remodellierung des
maternalen Gefélsystems ausgegangen (Rowe et a. 2003). Bei Untersuchungen an der
epitheliochorialen Schweineplazenta und der endotheliochorialen Plazenta des Nerzes zeigte
sich ebenfalls eine Kolokalisation von VEGF und seine Rezeptoren in den fetalen und
maternalen Gefallendothelien (Winther et a. 1999a; Winther und Dantzer 2001). In der
Plazenta des Nerzes war die KDR-Immunreaktion der Gefél3endothelien vor allem zu Beginn
der Gestation stark, die Flt-1-Immunreaktion dagegen erst in der spdteren Graviditét. Daher
wurde vermutet, dass die VEGF/KDR-Interaktion das Hauptsigna wahrend der initiaen
Angiogenese ist, wadhrend die VEGF/Flt-1-Interaktion wichtig fir die Erhaltung der
Gefaldintegritdt in den spéten Stadien der Graviditét ist (Winther und Dantzer 2001). VEGF
scheint in der friihen Plazentation als angiogener Faktor wichtig fur die Neovaskularisation zu
sein, in den spéteren Gestationsstadien konnte VEGF die Geféldinvolution inhibieren (Winther
et a. 1999a). Auch in der Plazenta des Goldhamsters wurde die Expression von VEGF, Flt-1
und KDR in den Gefaliendothelien mit der bekannten Rolle von VEGF in der Angiogenese
und Geféal3permeabilitdt in Verbindung gebracht (Yi et al. 1999). In der epitheliochorialen
Schafplazenta wurde eine Involvierung des endotheliden VEGF in die Regulation des

plazentaren Blutflusses angenommen, zusdtzlich zu seiner Rolle in der plazentaren
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Angiogenese (Reynolds und Redmer 2001), und in der epitheliochorialen Rinderplazenta
wurde die Kolokalisation des VEGF-Systems in den GefélRendothelien ebenfalls mit seinen
klassischen Funktionen in der Angiogenese und Gefal3permeabilitéat assoziiert (Pfarrer et al.
2006). Entgegen den hier erhatenen Ergebnissen der Expression von VEGF in den fetalen
und maternalen Geféallendothelien schreiben andere Autoren jedoch, dass direkt agierende
Angiogene wie VEGF von vielen Zelltypen synthetisiert und sezerniert werden kénnen, aber
nicht von den Endothel zellen selber (Norrby 1997; Rowe et a. 2003).

Die positive Immunreaktion der fetalen Mesenchymzellen Iasst sich sehr einfach erklaren, da
der Trophoblast per se ein avaskuldres Gewebe ist, welches eine funktionsfahige Zirkulation
entwickeln muss, um am maternal-fetalen Austausch teilhaben zu kénnen. Daher sind auf der
fetalen Seite zwei Prozesse, Vaskulogenese und Angiogenese, in die Gefalentwicklung
involviert (Wulff et al. 2003). Unter der Vaskulogenese verstent man die Formation erster
primitiver Kapillaren durch Differenzierung hamangiogener Stammzellen, die von
pluripotenten Mesenchymzellen stammen. Die daraus resultierenden Angioblasten entwickeln
sich zu endothelialen Vorlauferzellen (Demir et al. 2006). Dementsprechend exprimieren
bereits die fetalen Mesenchymzellen VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2, denn sie werden sich

spater zu den Endothelien der plazentaren Gefalie weiterentwickeln.

Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass die VEGF-, Ft-1- und KDR-mRNA in allen
untersuchten Tréchtigkeitsstadien im Plazentahomogenat von Hund und Katze exprimiert
wird. Um eine Aussage uber die Menge der exprimierten mRNA und das Expressionsniveau
treffen zu konnen, wurde in einem weiteren Versuchsansatz die Real Time RT-PCR
durchgefiihrt. Dabel stellte sich heraus, dass das Expressionsniveau von VEGF in der friihen
Graviditdt am hdchsten war und bis zum Ende der Graviditét kontinuierlich sank. Die
Begrundung dafir liegt wahrscheinlich in einer ,initialen Angiogenese” (Winther et al.
1999a). Wéhrend der initialen Plazentation ist eine intensive Angiogenese von essentieller
Bedeutung, denn nur so kann eine adaguate Neovaskularisierung und die Bildung eines
funktions- und leistungsféhigen plazentaren Kreislaufsystems stattfinden. Daher ist eine
anfanglich hohe Expression von VEGF im ersten Drittel der Graviditét fur eine erfolgreiche
Plazentation vermutlich notwendig, um die GeféaRentwicklung wahrend der friihen Gestation
anzutreiben. Fir den Menschen wurde vermutet, dass in der frilhen Schwangerschaft der
niedrige Sauerstoff-Partialdruck die lokale VEGF-Produktion erhoht, welche wiederum die
aktive Angiogenese, die in den sich entwickelnden Villi geschieht, aufrechterhdt und

unterstiitzt (Zhang et a. 2002). Dementsprechend ware auch beim Menschen, wie hier bei
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Hund und Katze, zu Beginn der Gestation ein hohes VEGF-mRNA Expressionsniveau zu
finden.

Auch in den spaten Gestationsstadien des Schweins ist die Angiogenese minimal (Winther et
al. 1999a). Diese Tatsache dirfte auf die Gestation des Hundes und der Katze tbertragbar sein
und bestétigt die Annahme, dass VEGF nicht nur als angiogener Faktor agiert. Zwar zeigt die
hier durchgefiihrte Real Time RT-PCR deutlich, dass die VEGF-Expression zum Ende der
Gestation hin eindeutig abnimmt, aber sie findet weiterhin auf einem niedrigeren Niveau statt.
VEGF muss also weitere Funktionen innehaben as die Induktion der Angiogenese. Zum
Einen vermittelt Fit-1 seine Uberlebensfunktion auf Endothelzellen. Weiterhin deuten diese
Ergebnisse aber auch darauf hin, dass VEGF in die Kontrolle der Trophoblasteninvasion
involviert ist, und bis zum Ende der Gravidité an einer Verhinderung eines Uberméafdigen
Wachstums des Trophoblasten partizipiert; denn wie auch fur Endothelzellen konnte Flt-1
eine antiproliferative Wirkung haben und das Zellwachstum inhibieren (Bussolati et al. 2001).
Die abnehmenden VEGF mRNA-Level bei Hund und Katze nahe der Geburt gehen mit der
starken Reduktion der Trophoblastzellen zu dieser Zeit einher, denn diese Zellen sind einer
der Hauptexpressionsorte von VEGF. Bel Untersuchungen an der Plazenta des Rhesusaffen
wurde mittels IHC und ISH ebenfalls festgestellt, dass die VEGF-Immunreaktivité mit
fortschreitender Graviditét abnimmt (Wei et al. 2004b), was mit den hier ermittelten Real
Time Ergebnissen fur VEGF Ubereinstimmt; auch Wulff et al. (2002) wiesen im Northern
Blot einen Abfall der VEGF mRNA nahe der Geburt nach.

Weiterhin zeigten die Ergebnisse, dass die Expression von Flt-1 in den ersten beiden
Graviditatsdritteln auf eher niedrigem Niveau stattfindet und am Ende der Graviditét hoch-
signifikant (p=0,0014) steigt. Fur dieses Expressionsmuster gibt es zwei Erklarungsansétze.
Zum Einen wird Flt-1 auch als Negativregulator der VEGF-Signalwirkung angesehen (Hornig
und Weich 1999; Ferrara 2001). In den spéten Stadien der Graviditét ist die Angiogenese nun
nicht mehr so wichtig, wie bereits beschrieben findet sie nur noch minimal statt (Winther et
al. 1999a). Daher ist eine hohe Expression von Flt-1 als Negativregulator der VEGF-Wirkung
nicht mehr geféhrdend fur den Fetus. Zum Zweiten ist Flt-1 dafir bekannt, dass es der
Erhaltung der GefaRintegritat und dem Uberleben der Endothelzellen dient (Fong et al. 1995).
Dementsprechend konnte eine hohe Flt-1-Expression im letzten Drittel der Graviditét sehr
wichtig sein, da die Plazenta fertig entwickelt ist und ein adaguates Austauschsystem gebildet
wurde, nun aber fiir dessen Aufrechterhaltung und Uberleben gesorgt werden muss. Dieses
konnte durch die Uber Flt-1 vermittelte VEGF-Wirkung geschehen, was das hohe Flt-1-

Expressionsniveau zum Gestationsende erkléren wirde. Zudem ist der Anstieg der Flt-1
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MRNA vermutlich auch rein histologisch zu erkldren, denn bei fortschreitender Graviditét
steigt die Zahl der maternalen und fetalen Kapillaren und die Zahl der Choriongefélie. Dieser
Anstieg in der Gesamtzahl der Blutgeféiie, welche die Hauptlokalisation der Flt-1-Expression
darstellen, konnte den Anstieg des Flt-1-mRNA Niveaus erklaren.

Die KDR mRNA-Expression dagegen war in den friihen Stadien der Graviditét und am Ende
der Graviditdt niedrig, mit einem signifikanten Anstieg (p<0,05) in der Gestationsmitte.
Dieses ist tells mit dem Expressionsmuster der VEGF-mRNA erklarbar, denn VEGF hat sein
hochstes Expressionsniveau im ersten Drittel der Gestation Zum Anderen hat KDR zwar eine
geringe Affinitét, gleichzeitig aber eine hohe Tyrosinkinaseaktivitét (Norrby 1997), so dass zu
diesem Zeitpunkt eine geringere Anzahl an Rezeptoren ausreicht, um die volle VEGF-
Signalwirkung zu erzielen. In der Gestationsmitte sank die Expression der VEGF-mRNA nun,
und es ist zu vermuten, dass KDR - der Haupt-Signalrezeptor fur die VEGF-Wirkung - nun in
hoherem Mal3e exprimiert werden muss, damit er das volle Wirkungsspektrum des geringer
exprimierten VEGF vermitteln kann. Das niedrige Expressionsniveau am Ende der Graviditét
spricht wieder daflr, dass die Angiogenese in den spaten Gestationsstadien minimal ist und
daher die Anwesenheit einer hohen Anzahl von KDR-Rezeptoren nicht mehr notwendig ist,
da ihre Funktion nicht mehr, beziehungsweise nur noch in geringem Mal3e, bendtigt wird.
Hier wird nun noch einmal deutlich, dass am Ende der Trachtigkeit die Flt-1-Wirkung die
vermutlich wichtigere ist, um das wahrend der Graviditédt gebildete plazentare
Austauschsystem aufrechtzuerhalten, und die KDR-Wirkung an Bedeutung verliert.
Denselben Schluss zog die Arbeitsgruppe Dantzer et a. (2000), die fur die Spezies Schwein,
Rind und Nerz vorschlégt, dass die VEGF-KDR Interaktion das Hauptsignal wahrend der
initialen Plazentaangiogenese ist, wohingegen wahrend der spaten Trachtigkeit die VEGF-FIt-
1 Interaktion wichtiger fUr die Regulation und der Erhaltung der Gefadintegritét ist.
Ubereinstimmend mit den hier fiir die Rezeptoren ermittelten Ergebnissen in der caninen und
felinen Plazenta wiesen Wulff et al. (2002) fur den Marmosetaffen im Northern Blot einen
Anstieg der Flt-1 Gesamt-mRNA bis zur Geburt wahrend der zweiten Hélfte der Gestation
nach und einen Anstieg der KDR Gesamt-mRNA wéhrend der zweiten Halfte der Gestation.

Da Plazentagewebe ein hohes Ausmald an Angiogenese zeigt, ein Prozess, der fir
Gewebewachstum und Plazentamorphologie verantwortlich ist (Dantzer et al. 2000), und
VEGF einer der Hauptfaktoren der Vaskulogenese und Angiogenese ist (Ribatti 2005), der fir
die Regulation vaskulérer Veradnderungen verantwortlich ist (Lopes et al. 2003), liegt seine

Bedeutung in der caninen und felinen Plazenta sicherlich darin, dass er eine Hauptrolle in der

139



Regulation der plazentaren Angiogenese spielt. Dafur spricht die Lokalisation von VEGF und
seinen Rezeptoren in den Endothelzellen der maternalen und fetalen plazentaren Geféf3e
sowie in den Mesenchymzellen, den Vorlauferzellen der Endothelzellen. Dieses
Expressionsmuster wurde nicht nur wie hier fir Hund und Katze beschrieben, sondern bereits
bei anderen Tierarten wie dem Schwein (Winther et al. 1999a), dem Rind (Pfarrer et al. 2006)
und dem Nerz (Winther und Dantzer 2001) nachgewiesen und auch hier mit angiogenen
Prozessen in Verbindung gebracht. VEGF besitzt zwei wichtige angiogene Eigenschaften: die
direkte Induktion der Angiogenese und die Induktion einer Gefél3hyperpermeabilitét, die
ebenfalls zu einer gesteigerten Angiogenese fuhrt (Klagsbrun und D'Amore 1996). Beides ist
far die Plazentation von essentieller Bedeutung. Einmal der Prozess der Angiogenese, zur
Etablierung eines adaguaten plazentaren Kreldaufsystems, um den Néahrstoff- und
Sauerstofftransfer zwischen Mutter und Fetus zu ermoéglich. Zum anderen spielt vermutlich
auch die erhohte Gefal3permeabilitét gerade zu Beginn der Graviditét eine zusatzliche Rolle,
da der fetale Bedarf an Nahrstoffen und Sauerstoff wahrend der frihen Graviditét durch
Diffusion Uber die feto-maternale Verbindung befriedigt werden muss (Rowe et al. 2003).
Wadhrend der Tréchtigkeit stellen ein steigender uteriner Gefél3widerstand und reduzierter
uteriner Blutfluss ein hohes Risiko dar und sind mit der Retardation fetalen Wachstums
assoziiert. Demzufolge haben Faktoren, die die plazentare Gefal3entwicklung und -Funktion
beeinflussen, eine dramatische Wirkung auf das fetale Wachstum und die Entwicklung, und
somit auf das neonatale Uberleben und Wachstum (Reynolds und Redmer 2001). Damit liegt
die Bedeutung von VEGF und seinen Rezeptoren in der caninen und felinen Plazenta
eindeutig darin, dass sie zu eben jenen Faktoren zdhlen und darum einen positiven Einfluss
auf die Plazentation an sich sowie auf das neonatale Uberleben und Wachstum austiben.
Zusétzlich zu seiner Rolle in der plazentaren Angiogenese kénnte VEGF auch in die
Regulation des lokalen plazentaren Blutflusses involviert sein, denn dafir spricht seine
Lokalisation in den Deziduazellen bzw. Periendothelzellen. Durch die unmittelbare
Nachbarschaft dieser Zellen zu den maternalen Plazentagefal3en und die Expression von
sowohl VEGF als auch seinen Rezeptoren erscheint eine solche Rolle fur VEGF in der
caninen und felinen Plazenta wahrscheinlich. Zudem wurde VEGF mit der Stimulation der
endothelialen Produktion von Stickoxid in Zusammenhang gebracht, einem der bedeutendsten
lokalen Vasodilatatoren, der den Ostrogen-induzierten Anstieg des uterinen Blutflusses
vermittelt (Reynolds und Redmer 2001), was die Annahme einer Beteiligung von VEGF an

der Regulation des |okalen plazentaren Blutflusses bestétigen wirde.
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Schlussfolgernd kann man sagen, dass die Expression von Angiogenesefaktoren essentiell fr
eine adaguate plazentare Angiogenese und Vaskulogenese ist, und diese beiden Prozesse
wiederum entscheidend fir die Etablierung und Aufrechterhaltung eines feto-plazentaren
Blutkreislaufs und somit fur normales fetales Wachstum und Entwicklung sind. Zukinftig
wére es wichtig zu erforschen, inwieweit Graviditédtspathologien Dysregulationen in der
Expression von SchlUsselfaktoren der Angiogenese, wie VEGF, reflektieren. Beim Menschen
beispielsweise wurde bereits herausgefunden, dass bei dem Krankheitsbild der intrauterinen
Wachstumsretardation die Expression von VEGF durch den Trophoblasten geringer war alsin
der normalen Graviditét (Vuorela et al. 2000). Weiterhin sind bei der Préeklampsie des
Primaten, wo die Trophoblasteninvasion gestort ist, die VEGF und Flt-1 Level herabgesetzt
(WuIff et al. 2003).

4.3.2 Bedeutung des VEGF-Systems fiir die Trophoblastenregulation

Sowohl VEGF als auch FIt-1 und KDR waren auf fetaler Seite im Trophoblasten detektierbar.
Auch in dieser Zellpopulation ist somit eine Kolokalisation von VEGF und seinen Rezeptoren
nachgewiesen worden. Die Expression des kompletten VEGF-Systems in den
Trophoblastzellpopulationen untermauert die Annahme, dass VEGF nicht nur angiogene
Wirkungen ausiiben kann, sondern zudem eine autokrine Rolle in der Regulation der
Trophoblastenfunktion innehaben kénnte; zum Einen in der Trophoblastendifferenzierung an
sich sowie auch in der Trophoblasteninvasion. Auch Cooper et a. (1995) nahmen bei
Untersuchungen an der Plazenta des Menschen an, dass VEGF nicht nur in die Regulation der
plazentaren Angiogenese involviert ist, sondern auch in die Trophoblasteninvasion. Sie
fanden heraus, dass der Trophoblast sowohl die Flt-1-mRNA als auch das -Protein exprimiert,
und dass es mit VEGF kolokalisiert ist. Die Ergebnisse, dass das VEGF Ligand-Rezeptor-
System im Primaten vom Trophaoblasten exprimiert wird, wurden von anderen Arbeitsgruppen
bestétigt. Diese vermuteten aufgrund der Expresson von VEGF und Ht-1 in
Trophoblastzellen eine Rolle von VEGF in Bezug auf das Wachstum, die Migration und die
Differenzierung des Trophoblasten (Charnock-Jones et al. 1993; Charnock-Jones et al. 1994;
Clark et a. 1996; Shore et a. 1997). Durch die Koexpression von VEGF und Flt-1 im
Trophoblasten wurde auf eine autokrine Beeinflussung der Trophoblastenfunktion wahrend
der Graviditét sowie auf eine Rolle von VEGF in der Trophoblasteninvasion geschlossen
(Shore et a. 1997; Wulff et al. 2002; Wulff et a. 2003). Die Theorie der Beteiligung von
VEGF an der Regulation der Trophoblastenfunktion bestétigend, fanden Athanassiades et al.
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(1998) heraus, dass VEGF in der Zellkultur proliferationsfordernd auf den Trophoblasten
einwirkt. Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe ergaben eine Koexpression von VEGF und
seinen Rezeptoren Flt-1 und KDR in kultivierten EVT (extravillous trophoblast)-Zellen, was
auf eine autokrine Rolle von VEGF auf die Entwicklung des extravillésen Trophoblasten
hinweist (Athanassiades et a. 1998). Zudem wurde anhand ener EVT-Zelllinie
herausgefunden, dass VEGF die Trophoblastenmotilitdt erhdht (Lash et al. 1999). Auch
Hildebrandt et a. (2001) beschrieben den villosen Zytotrophoblasten als eine der
Hauptquellen fur VEGF und ebenfalls die dortige Expression von Flt-1. Einige Autoren
vermuten aufgrund der Expression von VEGF und Flt-1 im Trophoblasten vor allem eine
Rolle von VEGF im Hinblick auf die Trophoblast-abhdngige parakrine Induktion der
plazentaren Angiogenese, aber auch eine Rolle in Bezug auf die Trophoblastenfunktion
(Helske et al. 2001; Geva et al. 2002; Demir et al. 2004). Aufgrund der Koexpression von
VEGF und KDR im Zytotrophoblasten wurde eine Involvierung von VEGF in die
Zytotrophoblastenproliferation und Migration angenommen und es wurde vermutet, dass
VEGF wichtig fir das Uberleben der invadierenden Zytotrophoblastzellen wahrend der
Transformation sein konnte (Wei et al. 2004b). Auch fir andere Tierarten wurden VEGF
und/oder seine Rezeptoren im Trophoblasten detektiert, so zum Beispiel in den Trophoblast-
Riesenzellen der Maus und der Ratte (Breier et al. 1992; Jakeman et a. 1993) sowie in den
Trophoblastzellen des Nerzes (Winther und Dantzer 2001; Lopes et a. 2003), des Schweins
(Winther et al. 1999a) und des Rinds (Pfarrer et al. 2006). Hier wird ebenfalls davon
ausgegangen, dass das VEGF-System eine Rolle als Mediator fur das Zellwachstum und die
Differenzierung des Trophoblasten innehat, zusdtzlich zu seiner Funktion as
Endothel zelImitogen, und es wird vermutet, dass es die Trophoblasteninvasion sowie die
Transporteigenschaften des Trophoblasten beeinflussen kann (Winther et a. 1999a; Winther
und Dantzer 2001; Pfarrer et al. 2006). He et a. (1999) stellten die These auf, dass aufgrund
der Tatsache, dass die Migration von Monozyten/Makrophagen als Antwort auf VEGF durch
Flt-1 vermittelt wird (Barleon et a. 1996; Clauss et a. 1996), es moglich sein kénnte, dass
Flt-1, da dessen mRNA im Trophoblasten detektiert wurde, die Migration von
Trophoblastzellen regulieren kann. Des Weiteren wurde festgestellt, dass VEGF die
Trophoblastenmotilitét erhoht, und es wurde spekuliert, dass die erhdhte Motilitét als Antwort
auf VEGF eine initiadle Antwort zum Anlocken der Trophoblastzellen zu der Dezidua sein
kann, und dass VEGF dann das Ausmal3, in welchem die Trophoblastzellen eindringen,
limitieren kann (Kunath et al. 2004).
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Im Hinblick auf eine Rolle in der Regulation der Trophoblastenfunktion wurde beschrieben,
dass die zeitliche und rdumliche Regulation der Trophoblasteninvasion vermutlich auf
autokrinem Weg durch trophoblastische Faktoren und auf parakrinem Weg durch uterine
Faktoren vermittelt wird. Verschiedene Typen von Regulatoren wurden bereits untersucht,
wie Hormone, extrazellulére Matrixglycoproteine sowie Zytokine oder Wachstumsfaktoren
(Bischof et al. 2000; Bischof et al. 2001). Auf die hier erhaltenen Ergebnisse wirde sich dies
folgendermalien Ubertragen lassen: zu den trophoblastischen Faktoren kénnen in der caninen
und felinen Plazenta VEGF und seine Rezeptoren gezdhlt werden, denn der Trophoblast
exprimiert sowohl VEGF als auch seine beiden Rezeptoren. Ebenso trifft dies fir die uterinen
Faktoren zu, denn sowohl das Myometrium wie auch die Deziduazellen exprimieren das
gesamte hier untersuchte VEGF-System. Dementsprechend bestiinde die Moglichkelt, dass
das VEGF-System auf autokrinem Weg wie auch auf parakrinem Weg an der Regulation der
Trophoblasteninvasion in der caninen und felinen Plazenta teilhaben kdnnte. Aus den im
Verlauf dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen lasst sich schlief3en, dass nicht nur das
GefélRendothel, sondern auch die Trophoblastzellen potentielle Ziele der VEGF-Aktion sind
und dass maternales VEGF eine parakrine Rolle und fetales VEGF eine autokrine Rolle in der
Regulation der Entwicklung und Funktion der Trophoblastzellen ausiiben konnte. Zudem
scheint das maternale VEGF der Deziduazellen/Periendothel zellen parakrin an der Regulation
der Invasion des Trophoblasten beteiligt zu sein. Die Mdglichkeit einer Beteiligung von
VEGF in die Regulation der Kontrolle der Trophoblastenivasion aufgrund der dortigen
Expression wurde bereits, wie oben beschrieben, von verschiedenen anderen Arbeitsgruppen
in Betracht gezogen(Charnock-Jones et al. 1994; Cooper et al. 1995; Clark et al. 1996; Lash et
al. 1999; Wulff et al. 2002; Rowe et al. 2003; Wang et al. 2003; Wulff et a. 2003).

Die Anwesenheit von VEGF, Flt-1 und KDR in Driusenepithelzellen weist auf eine
funktionelle Rolle von VEGF auch auf diese Zelltypen hin. Wéhrend der Gestation sind
sowohl die synthetischen als auch die sekretorischen Aktivitdten in den uterinen
Drisenepithelien hoch. Darum kann man spekulieren, dass das VEGF Ligand-Rezeptor-
System die zelluldre Differenzierung und sekretorische Aktivitdt im uterinen Drisenepithel
beeinflusst, somit die Zellen fur ihre pradisponierten Verpflichtungen ausbildend (Winther et
al. 1999a). Zudem konnte die Tatsache, dass das komplette VEGF-System in den Epithelien
der Drusenkammern und Drisenschichten lokalisiert ist bedeuten, dass es von dort aus
chemotaktisch auf den Trophoblasten wirkt und so die Invasion bis zum Ende der Trachtigkeit

andauern kann. Ein weiterer méglicher Denkansatz wére, dass von den Drlsenepithelien aus
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eine negative Regulation der Trophoblasteninvasion stattfindet, und somit durch
Rezeptorvermittelte  autokrine  VEGF-Wirkungen ein  UbermaRiges Wachstum des
Trophoblasten in die maternalen Gewebeschichten verhindert wird.

Bei immunhistochemischen Untersuchungen an der Plazenta von Schwein, Nerz, Affe und
Rind zeigte sich ebenfalls, dass die Driusenepithelien das komplette VEGF-System
exprimieren (Winther et al. 1999a; Winther und Dantzer 2001; Lopes et a. 2003; Rowe et al.
2003; Wang et a. 2003; Wei et al. 2004a; Pfarrer et al. 2006). Die intensive Immunreaktivitét
des VEGF Ligand-Rezeptor-Systems in den uterinen Drisenepithelien des Schweins, Nerzes,
Rhesusaffen und Rindes sowie des Hundes und der Katze wéahrend der gesamten Gestation
deutet auf eine lokale VEGF-Wirkung und eine Auswirkung von VEGF auf die
Differenzierung der uterinen Drisenzellen und die sekretorische Aktivitat hin und auf die
weitere Funktion von VEGF als ein Mediator des Zellwachstums und der -Differenzierung
(Winther et al. 1999a; Winther und Dantzer 2001; Rowe et al. 2003; Wang et al. 2003; Wei et
a. 2004a). Zudem wurde aufgrund der Expression des VEGF-Systems in den
Drusenepithelien angenommen, dass es einen Einfluss auf die Transporteigenschaften des
Drusenepithels haben konnte (Winther et al. 1999a). Die immunhistochemische Expression
von VEGF, Flt-1 und KDR in anderen Zelltypen als Endothelzellen, beflrwortet eine Rolle
von VEGF as ein Mediator fur Zellwachstum und -Differenzierung zusétzlich zu seiner
Funktion als Endothelmitogen (Winther und Dantzer 2001).

4.3.3 Rolle der Deziduazellen

Die Lokalisation von VEGF in den Deziduazellen und Periendothelzellen sowie deren
Lokalisation im Gewebe lasst stark darauf schlief3en, dass sie in die Regulation des lokalen
plazentaren Blutflusses und zudem ebenfalls in die Kontrolle der Trophoblasteninvasion
involviert sind. Einerseits bietet ihre Lokalisation in direkter Nachbarschaft zu den maternalen
Gefél3en ihnen die Moglichkeit, durch VEGF auf parakrine Art und Weise angiogene
Prozesse in der caninen und felinen Plazenta einzuleiten oder aufrechtzuerhalten und auf die
Endothelzellen einzuwirken. Zusétzlich stellen sie durch ihre guinstige L age unmittel bar neben
den maternden Gefdlen moglicherweise eine  Schutzfunktion vor  Uberméaldiger
Trophoblasteninvasion dar. Da auch die beiden Rezeptoren Flt-1 und KDR in den
Deziduazellen lokalisiert sind, ist es denkbar, dass VEGF eine autokrine Wirkung Uber die
Rezeptoren ausiibt und die Deziduazellen unter anderem durch die Expression des VEGF-

Systems in der Lage sind, eine Ubermaldige Trophoblasteninvasion zu verhindern und die
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maternalen plazentaren Gefél3e vor einer Zerstérung durch den Trophoblasten zu schiitzen.
Deziduazellen wird in hadmochoridlen Plazenten eine Rolle bei der Invasionskontrolle
zugesprochen (Bevilacqua und Abrahamsohn 1994; Xu et al. 2002; Goffin et al. 2003). Sie
konnten das Wachstum des Trophoblasten in die maternalen Gefél3e verhindern, denn ein
eindeutiges Kennzeichen der endotheliochorialen Plazentation ist der Abbau des maternalen
Gewebes ohne Beschadigung der Geféle (Grosser 1927). Die positive Farbreaktion der
Deziduazellen der Katze war im letzten Drittel der Graviditét am deutlichsten im Vergleich zu
den beiden ersten Dritteln. Eine mdgliche Erklérung dafir wére, dass die Expression von
VEGEF - wie schon in der Diskussion der Real Time RT-PCR beschrieben - insgesamt gegen
Ende der Graviditdt deutlich abnimmt, aber VEGF fir die Aufrechterhaltung der
GefaRintegritat und das Uberleben der Endothel zellen dennoch von essentieller Bedeutung ist.
Da die Gefd3endothelien nun in hohem Mal%e Flt-1 exprimieren, und die Erhaltung und
Uberlebensfunktion von VEGF mit Flt-1 assoziiert it (Fong et a. 1995), konnte dies
bedeuten, dass von den Deziduazellen exprimietes VEGF (ber den von den
GeféalRendothelien exprimierten FIt-1 Rezeptor parakrin seine Wirkung vermitteln kann und so
ein Aufrechterhalten der Endothelzellen bis zum Ende der Graviditét ermoglicht wird.

Eine weitere Aufgabe des VEGF Ligand-Rezeptor-Systems in Bezug auf die Deziduazellen
konnte auch darin liegen, dass VEGF eine Rolle in der autokrinen/parakrinen Regulation des
Wachstums und der Differenzierung der Deziduazellen wahrend der Graviditét spielt. Dieses
wurde auch as mogliche Funktion von VEGF in den Deziduazellen des Goldhamsters
vermutet, bei dem ebenfalls eine Kolokalisation von VEGF, Flt-1 und KDR in den
Deziduazellen festgestellt wurde (Yi et al. 1999). Auch in den humanen Deziduazellen wurde
die Lokalisation von VEGF und Flt-1 beschrieben (Kumazaki et al. 2002; Sugino et al. 2002),
und Sugino et al. (2002) beschrieben zudem die dortige Expression von KDR. Sie vermuteten,
dass die hohe Expression von VEGF und seinen Rezeptoren in dezidualisierten Zellen und
Driisenepithelzellen, und die Hochregulation von VEGF und KDR durch Ostrogen und
Progesteron darauf hinweist, dass VEGF in die Prolongation/Verléangerung der Lebensspanne
von endometrialen Zellen fir eine erfolgreiche Gestation involviert ist. Zudem wurde eine
parakrine Wirkungsweise von VEGF aus den Deziduazellen auf die Flt-1 und KDR
exprimierenden Gefal3endothelien vermutet, so dass deziduales VEGF zu der Formation eines
dichten Gefalinetzwerkes in der Dezidua beitrégt (Sugino et al. 2002). In der Plazenta des
Rhesusaffen wurde ebenfalls KDR in den Deziduazellen nachgewiesen (Wei et al. 2004a; Wel
et al. 2004b), VEGF dagegen wurde nur in geringem Mal3e von den dezidualisierten
Stromazellen exprimiert (Ghosh et a. 2000). Die starke VEGF-Expression in den maternalen
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Deziduazellen der Marmosetplazenta, einhergehend mit der starken Flt-1-Expression im
invadierenden Trophoblasten, wurde als Hinweis angesehen, dass maternales VEGF, auf
parakrinem Weg durch Bindung an den Flt-1-Rezeptor agierend, in die Regulation der
Trophoblasteninvasion involviert ist (Wulff et al. 2002).

Eine weitere mogliche Funktion der Deziduazellen kdnnte, wie oben angeschnitten, in deren
Beteiligung an der Regulation des lokalen plazentaren Blutflusses liegen. Sowohl die
Deziduazellen als auch die Periendothelzellen koexprimieren Aktin und Vimentin. Das
kontraktile Potential dieser Zellen durch die Expression von Aktin zusammen mit der
Tatsache, dass Vimentin as ein Intermediafilanent den Zellen und Geweben ihre
mechanische Stabilitdt verleint (Alberts et al. 2004), und die Vimentin-Synthese zudem
bekanntlich mit Mobilitét korreliert ist (Hay 1995), fuhrt zu der Annahme, dass sich die
Deziduazellen an der Regulation des lokalen plazentaren Blutflusses beteiligen kdnnen.
Hierfir spricht auch ihre Lokalisation im plazentaren Gewebe, denn sowohl die
Deziduazellen as auch die Periendothelzellen befinden sich immer in unmittelbarer Néhe zu
den plazentaren Geféien. Dementsprechend konnten sowohl die Deziduazellen als auch die
Periendothelzellen eine wichtige Rolle wahrend der Geburt spielen, indem sie en
Kontrahieren der Geféd3e und eine Reduktion des Blutflusses verursachen (Walter und
Schonkypl 2006). Denn im Gegensatz zu den Periendothel zellen des Nerzes, welche gegen
Ende der Graviditéat verschwinden (Winther et al. 1999b), bleiben sie in der caninen und
felinen Plazenta bis zum Ende der Graviditét bestehen.

Die Annahme einer Beteiligung an der Regulation des |okalen plazentaren Blutflusses wurde
auch fur andere Tierarten und den Mensch getroffen. Wie bereits beschrieben, weisen die
Periendothelzellen des Nerzes das gleiche Expressionsmuster auf wie der Hund, und auch bel
dieser Tierart wurde aus oben genannten Griinden angenommen, dass die Periendothel zellen
des Nerzes in die Regulation des fetoplazentaren Blutflusses involviert sind (Winther et al.
1999b). Auch die humanen dezidualen Vorlauferzellen sind um die Blutgefale lokalisiert, und
sie besitzen kontraktiles Potential durch die Expression von Aktin, was auch hier zu der
Annahme fihrte, dass sie eine Rolle in der Regulation des Blutflusses spielen (Oliver et al.
1999; Kimatrai et al. 2003).

Es wurde bereits nachgewiesen, dass Deziduazellen zahlreiche Wachstumsfaktoren
exprimieren. Beim Menschen wurde die Expression von TGF-f1, PDGF-A und PDGF-B
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sowie dessen Rezeptoren nachgewiesen (Kimatrai et a. 2003). Die Deziduazellen der
Katzenplazenta exprimieren EGF, TGF, und den EGF-Rezeptor (Boomsma et al. 1997).

Wie sich in dieser Arbeit herausstellte, werden auch der Wachstumsfaktor VEGF sowie
dessen Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 in den Deziduazellen exprimiert. Dies deutet
darauf hin, dass die Deziduazellen Uber das VEGF-System in direkte angiogene Prozesse
involviert sind. Auch ihre Lokalisation in unmittelbarer Nahe zu den maternalen plazentaren
Gefdl3en lasst auf eine Involvierung dieser Zellen in die plazentare Angiogenese schlief3en.
Deziduazellen sind nicht nur im Plazentarlabyrinth in Geféa3ndhe lokalisiert, auch in der
Invasionszone befinden sie sich in der Néhe der grof3en maternalen Arterien.

Die Einrichtung und Kontrolle des plazentaren Blutflusses ist wichtig fir eine effiziente
transplazentare Austauschféhigkeit zwischen Mutter und Fetus (Winther et a. 1999b), und die
Deziduazellen kdnnten mal3geblich daran beteiligt sein.

Andere Autoren vermuteten, dass die Deziduazellen eine Rolle in der Limitierung der
Trophoblasteninvasion und in der Bereitstellung von Nahrung fir den invadierenden
Trophoblasten spielen (Anderson 1969). Leiser und Koob (1993) vermuteten eine nutritive
oder immunologische Funktion fir die Deziduazellen. Goffin (2003) assoziierte die
Deziduazellen ebenfalls mit limitierter Trophoblasteninvasion in Spezies mit hdmochorialer
Plazentation. In der endotheliochoridlen Plazentation konnten die Deziduazellen durchaus
eine Rollein der Limitierung der Trophoblasteninvasion spielen.

Moglich wére, dass den Deziduazellen und den Drisenschichten in der caninen und felinen
Plazenta eine gemeinsame Aufgabe in Hinblick auf eine Limitierung der
Trophoblasteninvasion zuzusprechen ist. Grether et al. (1998) vermuteten, dass die
Driusenkammern des Hundes das invasive Wachstum des Trophoblasten regulieren kdnnen.
Bei den fir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass auch die
Epithelien der Drisenkammern sowie die Epithelien der tiefen Drisenschicht des Hundes
VEGF, Ft-1 und KDR exprimieren. Die Epithelien der Driisen der Katze zeigten das gleiche
Expressionsmuster. So kann man auch hier davon ausgehen, dass die Drisenschichten nicht
nur in direkte angiogene Prozesse involviert sind, sondern ebenfalls, wie die Deziduazellen,
eine Rolle in der Limitierung der Trophoblasteninvasion spielen. Bel den Drisenepithelien ist
€s nun so, dass sie schon zu Beginn der Graviditét eine starke immunhistochemische Reaktion
fir VEGF und dessen Rezeptoren zeigen. Im Gegensatz dazu zeigen die Deziduazellen zu
Beginn der Graviditat meist nur eine schwache Reaktion, dieim Verlauf der Graviditét jedoch
an Intensitée zunimmt. Dies wirde erkl&ren, warum der Trophoblast zu Beginn der

Tréchtigkeit in seiner Invasion nicht beeinflusst wird, und wenn er gegen Ende der Graviditat

147



tief genug in das maternale Gewebe eingedrungen ist, durch die Deziduazellen sowie die
Driisenkammern und Drisenschichten an einer weiteren Invasion in die tieferen maternalen
Gewebe gehindert wird. Die schon zu Beginn der Plazentation starke Expression des VEGF-
Systems in den Drusenepithelien konnte das Wachstum des Trophoblasten schon von Anfang
an daran hindern, in die Drusenschichten einzudringen, doch die zunédchst schwache
Expression von VEGF und dessen Rezeptoren in den Deziduazellen erlaubt dem
Trophoblasten noch das Eindringen in die maternalen Anteile des sich bildenden
Plazentarlabyrinths. Zudem konnten die Deziduazellen das Wachstum des Trophoblasten in
die maternalen Gefal3e verhindern, so dass dort zum einen die angiogenen Eigenschaften des
VEGF-Systems zum Tragen kommen, durch den parakrinen Einfluss von VEGF aus den
Deziduazellen auf die Flt-1 exprimierenden Endothelien der maternalen Gefél3e, zum anderen
konnte es die Invasion des Trophoblasten in die maternalen Geféf3e verhindern, und diese so
vor einer Zerstorung durch den Trophoblasten schutzen. Auch fur die Epithelzellen der
Driisen des Menschen wurde angenommen, dass sie eventuell eine wichtige Rolle in der
Limitierung der Trophaoblasteninvasion spielen, und dass sie durch ihre Proliferation in der
frihen Graviditét eine Resistenz gegen die Trophoblasteninvasion reprasentieren (Demir et al.
2002).

Die Beteiligung der Dezidua an der Limitierung der Trophoblasteninvasion wurde fir den
Menschen bereits nachgewiesen. Xu et a. (2002) zeigten, dass die Proliferation, Migration
und Invasivitét von extravilldsen Trophoblastzellen durch die zwei dezidualen Produkte TGF-
B und Decorin negativ reguliert werden. Die Dezidua Ubt also Uber TGF- und Decorin
antiproliferative, antimigratorische und antiinvasive Effekte aus (Xu et al. 2002). Die
proliferativen, migrativen und invasiven Funktionen der extravillésen Trophoblastzellen
werden in situ auf eine autokrine/parakrine Art und Weise streng reguliert, und zwar durch
eine Vielzahl von Faktoren im Mikromilieu der extravilldsen Trophoblastzellen, wie zum
Beispiel Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktoren-bindende Proteine und Proteoglycane,
sowie durch Komponenten der Extrazelluldaren Matrix (Xu et al. 2002). Im Falle der caninen
und felinen Plazenta konnte einer dieser Wachstumsfaktoren VEGF sein, der parakrin auf den
Trophoblasten einwirkt, welcher die Rezeptoren Flt-1 und KDR exprimiert, durch die die
antiproliferativen, antimigratorischen und antiinvasiven Effekte auf den Trophoblasten
vermittelt werden konnten.

Auch Goffin et al. (2003) vertreten die Hypothese, dass die Dezidualisation as eine
endometriale Barriere angesehen wird, die die Trophoblasteninvasion limitiert und den Uterus

vor irreversibler Schadigung als ein Resultat der exzessiven hamochorialen Plazentation
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schitzt. Er schreibt, dass das Ubermdige Wachstum des Trophoblasten, das in der
Abwesenheit von Deziduain IL-11R Knockout-M&usen stattfindet, die Hypothese unterstiitzt,
dass die Dezidua eine Rolle bei der Einschrankung der Trophoblasteninvasion spielt, und dass
deziduales Gewebe als eine Barriere fir exzessive Trophoblasteninvasion agiert.

Ebenso wurde nachgewiesen, dass der Transfer von Maus-Blastozysten zu ektopischen, nicht-
dezidualisierten weichen Geweben in einer extensiveren Trophoblasteninvasion als die im
Uterus beobachtete resultiert (Bevilacqua und Abrahamsohn 1994).

Als weiterfuhrende Untersuchungen fir die Rolle der Deziduazellen und Periendothelzellen
der endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze im Hinblick auf die Kontrolle der
Trophoblasteninvasion konnte man diese ebenfalls auf negativ regulierende Faktoren wie
TGF-p und Decorin in der Zellkultur untersuchen. Immunhistochemisch wurden die
Deziduazellen der Katze bereits auf TGF untersucht, und es stellte sich heraus, dass sie TGF
exprimieren (Boomsma et al. 1997), so dass theoretisch von einer negativen Regulation der
Trophoblasteninvasion durch die Deziduazellen ausgegangen werden kann. Es wére jedoch
interessant zu untersuchen, ob dieses durch definitive Versuche in der Zellkultur bestétigt

werden konnte.

4.4 Bedeutung von VEGF und seinen Rezeptoren in der caninen und

felinen Plazenta

Die endotheliochoriale Plazenta von Hund und Katze ist durch ein kontinuierliches
Fortschreiten der Trophoblasteninvasion bis zum Ende der Graviditét charakterisiert. Um die
Rolle des VEGF-Systems in der Plazentation und der Trophoblasteninvasion und -funktion
aufzudecken, wurden VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 in den
unterschiedlichen Zelltypen der caninen und felinen Plazenta tiber die gesamte Graviditét hin
untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass VEGF und seine Rezeptoren nicht nur in Zellen exprimiert
werden, die essentiell fur das Stattfinden angiogener Prozesse sind, wie maternale und fetale
Endothel zellen und Mesenchymzellen, sondern auch in anderen Zellpopulationen. So wurden
im Trophaoblasten Uber die gesamte Graviditat hin VEGF, Flt-1 und KDR detektiert. Dieses
Expressionsmuster des VEGF Ligand-Rezptor-Systems deutet darauf hin, dass VEGF nicht
nur in die Regulation der plazentaren Angiogenese involviert ist, sondern auch in die

Regulation der Trophoblasteninvasion. Auch die Deziduazellen scheinen aufgrund der
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Expression von VEGF und seinen Rezeptoren sowohl in die Regulation des lokalen
plazentaren Blutflusses wie auch in die Kontrolle der Trophoblastenfunktion involviert zu
sein; und obwohl die Funktion der maternalen Deziduazellen bislang unbekannt ist, befinden
siesich in einer strategischen Position, um die Trophoblastenfunktion zu kontrollieren und an
der Regulation des plazentaren Blutflusses teilzuhaben.

Das VEGF Ligand-Rezeptor-System scheint also nicht nur die GeféRentwicklung und
Aufrechterhaltung der Geféliintegritdt wahrend der Plazentation zu regulieren, sondern auch
as Wachstumsfaktor fur Wachstums- und Differenzierungsprozesse wie die
Trophoblasteninvasion und die Drisenentwicklung zu agieren. Die Bedeutung von VEGF
scheint also in verschiedenen, die Plazentation regulierenden, Eigenschaften zu liegen, denn
die endotheliochoriale Plazentation ist abhéngig von der Etablierung und Aufrechterhaltung

eines kompetenten Gefal3netzwerks sowie der Trophoblasteninvasion und -Differenzierung.
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5 Zusammenfassung

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist einer der Hauptwachstumsfaktoren in Bezug
auf die Angiogenese. Diese spielt fur die plazentare Entwicklung und Morphogenese eine
entscheidende Rolle, denn Plazentagewebe zeigt ein hohes Ausmald3 an Angiogenese, ein
Prozess, der fir Gewebewachstum und Plazentamorphol ogie verantwortlich ist.

Diese Arbeit befasste sich daher mit der raumlichen und zeitlichen Expression von VEGF und
seinen beiden Rezeptoren Flt-1 (VEGFR-1) und Flk-1 (KDR, VEGFR-2) in der
endotheliochorialen caninen und felinen Plazenta. Sie sollte Uber den Zusammenhang von
Vaskularisierung, VEGF-Expression und dessen Rolle in der plazentaren Angiogenese der
endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze Aufschluss geben. Von besonderem
Interesse  waren weiterhin das Invasionsverhalten der Trophoblastzellen und die
Charakterisierung der Deziduazellen. Initiad  erfolgte ene Identifikation der
Gewebekomponenten innerhalb der Plazenta durch die Analyse der Expression der

zytoskel etalen Filamente a-sm-Actin, Vimentin und Zytokeratin.

Der Nachweis von VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 in der caninen und
felinen Plazenta erfolgte auf Protein- und mRNA-Ebene. Auf Proteinebene wurden die
Immunhistochemie und der Western Blot eingesetzt, auf mMRNA-Ebene die RT-PCR, Red
Time RT-PCR und fur VEGF zusétzlich die In situ Hybridiserung. Die untersuchten
Plazenten stammen von insgesamt 23 Katzen und 43 Hunden und wurden im Rahmen von
Kastrationen gesunder, trachtiger Tiere entnommen. Das Material wurde in Formalin fixiert
und schockgefroren beziehungsweise in RNAlater® Uberfuhrt. Das Probenmaterial deckte
den gesamten Zeitraum der Trachtigkeit ab, von der frihen Graviditat bis unmittelbar vor den
Geburtsaintritt.

Die drei eingesetzten Antikorper gegen die Zytoskel ettfilamente (a-sm Actin, Vimentin und
Zytokeratin) zeigten im Verlauf der Trachtigkeit keine Unterschiede in der zeitlichen und
réumlichen Expression. Die generelle Verteilung von a-sm Actin, Vimentin und Zytokeratin
anderte sich also im Verlauf der Graviditét nicht. Zytokeratin wurde vor alem zur
Identifikation der invadierenden Trophoblastzellen eingesetzt und war dementsprechend in
den Trophoblastzellen sowie im Epithel der Driisen lokalisiert. a-sm Actin konnte im
Myometrium, in den Endothelzellen der fetalen Kapillaren und in maternalen Geféfdwanden

sowie in den Deziduazellen und Periendothelzellen nachgewiesen werden. Vimentin farbte
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das fetale und maternale Gefél3endothel sowie die Periendothelzellen beziehungsweise die

Deziduazellen mit hoher Intensitét.

VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 konnten wahrend der gesamten
Graviditdt in der caninen und felinen Plazenta detektiert werden. Dabei zeigte die
immunhistochemische Farbung eine anndhernd identische réaumlich-zeitliche Verteilung von
VEGF, Flt-1 und KDR. Das komplette VEGF Ligand-Rezeptor-System konnte auf maternaler
Seite im Myometrium, in den Drisenepithelien und in den Deziduazellen nachgewiesen
werden, auf fetaler Seite in den Trophoblastzellen sowie in den fetalen Kapillaren und
Mesenchymzellen. Die Endothelzellen der maternalen GeféRe zeigten eine deutliche
Immunreaktion fur VEGF und besonders fur Flt-1, wohingegen KDR in den maternalen
Gefél3en des Plazentarlabyrinths meist keine Immunreaktion hervorrief, dafir aber in den
Endothelien der grof3en maternalen Arterien in der Invasionszone.

Sowohl im Plazentahomogenat der Katze als auch in dem des Hundes konnten VEGF und
seine Rezeptoren mittels Western Blot nachgewiesen werden.

Auch auf der mRNA-Ebene konnten VEGF, Ft-1 und KDR in jedem untersuchten
Tréchtigkeitsstadium ermittelt werden. Bei der Real Time RT-PCR stellte sich heraus, dass
das Expressionsniveau von VEGF in der frihen Graviditdt am hochsten war und bis zum
Ende der Graviditéat kontinuierlich sank. Die Expression von FIt-1 fand in den ersten beiden
Graviditatsdritteln auf eher niedrigem Niveau statt und stieg dann am Ende der Graviditét
hoch-signifikant (p=0,0014) an. Die Flk-1 mRNA-Expression dagegen war in den frihen
Stadien der Graviditét und am Ende der Graviditét niedrig, mit einem signifikanten Anstieg
(p<0,05) in der Gestationsmitte.

Fir VEGF wurde bei der In situ Hybridisierung sowohl auf maternaler als auch auf fetaler
Seite ein der IHC entsprechendes Expressionsmuster der VEGF-mRNA festgestellt.

Somit konnten VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 in dieser Studie
erstmalig erfolgreich in der endotheliochorialen Plazenta von Hund und Katze nachgewiesen
werden. Die Lokalisation von VEGF in den Endothelien der plazentaren Gefal3e sowie in den
fetalen Mesenchymzellen spiegelt die Involvierung von VEGF in direkte angiogene Prozesse
wahrend der Plazentation von Hund und Katze wieder. Die Expression von VEGF in nicht-
endothelialen Zellpopulationen wie dem Trophoblasten deutet darauf hin, dass VEGF zudem
autokrin die Trophoblastenfunktion beeinflussen kann oder parakrin auf benachbarte Zellen

einwirken kann. Die Anwesenheit von VEGF in den Deziduazellen und Periendothelzellen
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sowie deren Lokalisation im Gewebe l&sst den Schluss zu, dass sie in die Regulation des
lokalen plazentaren Blutflusses und zudem in die Kontrolle der Trophoblasteninvasion
involviert sind. Des weiteren koénnte VEGF eine Rolle in der Entwicklung und
Differenzierung der Deziduazellen spielen.

Abschlieflend kann also davon ausgegangen werden, dass das VEGF Ligand-Rezeptor-
System in der Regulation der caninen und felinen Plazentation partizipiert und zusétzlich zu
seinen angiogenen Eigenschaften beeinflusst es vidleicht die Zeldifferenzierung und
Sekretionseigenschaften  im  DriUsenepithel  sowie die  Zelldifferenzierung  und
Invasi onseigenschaften des Trophobl asten.
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6 Summary

Vascular endothelial growth factor (VEGF) represents one of the major growth factors
inreference to angiogenesis. The high degree of angiogenesis in placental tissues plays an
essential role for placental development and morphogenesis.

The placental neovascularization is a physiological process which is characterized by an
initial dramatic increase of blood vessels through angiogenesis (the development of new
blood vessels from pre-existing vessels) on the maternal site and vasculogenesis (de novo
formation of new capillaries from the embryonic mesenchyme) on the fetal site. Therefore
this study was conferred with the spatiotemporal expression of VEGF and its two receptors
Ft-1 (VEGFR-1) and FIk-1 (KDR, VEGFR-2) in the canine and feline placenta. The aim of
the study was to gain further insight into the relation of vascularization, VEGF-expression and
its role in the placental angiogenesis in the endotheliochorial placenta of dog and cat.
Furthermore the invasive behaviour of the trophoblast and the characterization of the decidual
cells have been of specia interest.

The first target of this research was the identification of the tissue components within the
placenta. Therefore we analyzed the expression of the micro- and intermediate filaments a-sm

actin, cytokeratin and vimentin.

The detection of VEGF and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 in the canine and feline
placenta occurred on protein and mMRNA levels. Protein was anayzed by
immunohistochemistry and western blot, mRNA was analyzed by RT-PCR, Rea Time RT-
PCR and in situ hybridization. The examined placentas were taken from 23 cats and 43 dogs,
through castrations of healthy, pregnant animals. The material was fixed in formalin and
shock-frozen in liquid nitrogen or transferred in RNAlater®. The tissue samples covered the

whole period of gestation, from early gestation to immediately prepartum.

The three antibodies against the cytoskeletal filaments a-sm actin, cytokeratin and vimentin
showed no differences in the spatiotemporal expression throughout pregnancy. So the general
distribution of a-sm actin, cytokeratin and vimentin have presented no change in the course of
gestation. Cytokeratin was used to identify the invading trophoblast and was therefore
localized in the trophaoblast cells and in the epithelial cells of the glands. a-sm actin was
detected in the myometrium, the endothelial cells of the fetal capillaries, in the maternal
vessel walls and in the decidual cells and periendothelial cells. Vimentin stained the fetal and

154



maternal endothelium and the decidual cells or respectively periendothelial cells with high

intensity.

VEGF and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 could be detected in the canine and feline
placenta throughout the whole period of gestation. Thereby the immunohistochemical staining
showed an approximately identical spatiotemporal distribution for VEGF, Flt-1 and KDR. On
the maternal site the whole VEGF ligand-receptor-system could be detected in the
myometrium, the epithelial cells of the glands and in the decidual cells. On the fetal site it was
localized in the trophoblast cells as well as in fetal capillaries and mesenchymal cells.
Whereas the endothelial cells of the maternal vessels showed a distinct immunoreactivity for
VEGF and especially for Flt-1, KDR did not evoke an immunoreactivity in the maternal
vessels of the placental abyrinth, but in the endothelium of the big maternal arteries in the
invasive zone.

To verify the results of the immunohistochemistry, a western blot was accomplished on
protein level. VEGF and its receptors could be detected in the feline placental homogenate as
well as in the canine placental homogenate.

Item on mMRNA level VEGF, Flt-1 and KDR could be acquired in each of the examined
gestational stages. The Real Time RT-PCR showed that the expression of VEGF was highest
in early gestation and decreased continuously until term. The expression of Flt-1 was on alow
level in the first and second gestational trimester and increased very significant (p=0,0014) at
the end of gestation. In contrast, the KDR mRNA-expression was low in the early stages of
gestation and near term, with a significant increase (p<0,05) in the mid gestation.

The in situ hybridization displayed an expression pattern for VEGF accordingly to that of the

immunohistochemistry, both on the maternal and the fetal site.

As result of this study, VEGF and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 could be detected
successfully in the endotheliochorial placenta of dog and cat for the first time. The
localization of VEGF in the endothelial cells of the placental vessels as well as in fetd
mesenchymal cells, reflected the involvement of VEGF in direct angiogenic processes during
the placentation of dog and cat. The expression of VEGF in non-endothelial cell populations
like the trophoblast, indicates that the VEGF system may influence trophoblast function in an
autocrine manner or act on neighbouring cellsin a pracrine manner. The presence of VEGF in
decidual cells or periendothelia cells as well as their localization in the tissue, suggest that

they are involved in the regulation of local placental blood flow and in the control of
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trophoblast invasion. Furthermore, VEGF could play a role in the development and
differentiation of decidual cells.

In conclusion, we assume that the VEGF ligand-receptor-system participates in the regulation
of canine and feline placentation, and in addition to its angiogenic properties it may influence
cell differentiation and secretion properties in the gland epithelium as well as in cell

differentiation and invasion properties in the trophoblast.
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8 Anhang

8.1 Verwendete L6sungen und Puffer

Losungen fur die Immunhistochemie nach der ABC-Methode

Blockpuffer

1,59 BSA (= 1,5 %)

30 pl Triton® X-100 (= 0,3 %)
ad 100 ml PBS

PBS Stamml6sung

41 g NaCl

11 g NagHPO,4 x 2H,0
2,75 g KH,PO,4

pH 7,3

ad 1000 ml Aqua dest.

PBS Arbeitsddsung
200 ml PBS Stammlésung
ad 1000 ml Aqua dest.

0.3 % H,0,

0,5 ml H,0,
ad 50 ml eiskaltes Methanol (100 %)

Proteinase K

10 mg Proteinase K

100 pul 0,5 M EDTA-L6sung

900 ul PBSM-Puffer, 1x

Von dieser Stammlésung (10 g Proteinase K/pl) wird fir die Gebrauchslésung (20 pg/ml) je
4 ul aiquotiert und kurz vor Gebrauch auf 2 ml mit PBS-Puffer aufgefllt.
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Zitratpuffer
Losung A (0,1 M Zitronensaure)

e 21,01 g CeHgO7 x HO
e ad 1000 ml Aqua dest.

Losung B (0,1 M Natriumcitrat)
e 29,419 CeHsO7Nag x 2H
e ad 1000ml Aqua dest.

Ansatz Gebrauchs dsung:

e a) 270 ml Aquadest.

e b) 25 ml Stammldsung B

e ) ca 5ml Stammldsung A

— @) und b) zusammengeben und mit Stammlésung A auf pH-Wert 6,0 einstellen.

Losungen fur die Immunhistochemie nach der APAAP-Methode

Stammldsung Tris-HCI
121,1 g TrissHCI

pH 7,6

ad 1000 ml Aqua bidest.

Arbeitsl6sung Tris-HCI

100 ml Stammldsung Tris-HCI
8,5g NaCl

1 ml Triton® X-100

ad 1000 ml Aqua dest.

20%ige Essigsdure
160 ml DEPC-Wasser
40 ml Eisessig
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Blockpuffer
1%BSA inTris(1gBSA + 70 ml Tris)

Losungen fur den Western Blot

Blotpuffer
IXTG

20 % (v/v) Ethanol
0,05 % SDS

Boehringer Lysepuffer

50 mM Tris-HCI pH 7,4

150 mM NaCl

40 mM NaF

5mM EDTA

5mM EGTA

1 % (v/v) Nonidet

0,1 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0,1 % (w/v) SDS

1 mM PMSF

Coomassie Destain
30 % Methanol

10 % Essigsaure

Ponceau S-Ldsung
0,2 % (w/v) Ponceau S

1 % Essigsaure

SDS-Page Puffer
IXTG
0,1 % (w/v) SDS
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TBS (T)
25 mM Tris-HCl pH 7,4

150 mM NaCl
(0,05 % (v/v) Tween 20)

TG
25 mM Tris
192 mM Glyzine

Losungen fur die PCR

5x Blue Run-Puffer
1,66 ml 1M Tris-HCI
9,43ml 0,5M EDTA
15,63 ml Glycerin

0,03 g Bromphenolblau
ad 62,5 ml Aqua bidest.

Losungen fur die ISH

Denhardt’s Reagenz

200 mg BSA

200 mg Ficoll 400

200 mg Polyvinylpyrrolidon
ad 10 ml DEPC-Wasser

DEPC-Wasser

1 ml Diethylpyrocarbonat

ad 1000 ml Aqua dest.

Gut schitteln, tber Nacht bei 37°C inkubieren, anschlief3end autoklavieren.
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50%iges Dextransulfat

5 g Dextransulfat
ad 10 ml DEPC-Wasser

05M EDTA

8 g NaOH-Platzchen
74,49 EDTA

ad 400 ml DEPC-Wasser
pH-Wert auf 8,0 einstellen.

20%ige Essigsaure

40 ml Eisessig
160 ml DEPC-Wasser

Formamid in feuchter Kammer

100 ml Formamid
20 ml SSC-Puffer, 20x
80 ml DEPC-Wasser

0,2%ige Glyzin-L6sung
100 ml PBSM-Puffer, 1x
200 mg Glyzin

0,2n HCI
5,2ml 25 % HCI
200 ml DEPC-Wasser

LB-Medium

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 ml Aqua dest.

pH-Wert auf 7,0 mit NaOH einstellen, anschlief3end autoklavieren. Danach Zugabe von 15 g
Agar.
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1M Levamisol

2,4 g Levamisol
10 ml NTB-Puffer, 1x

1 M MqgCl,-L 6sung
81,4 g MgCl,
ad 400 ml DEPC-Wasser

5x NTB-Puffer

60,59 Tris-HCI

29,2 g NaCl

ad 1000 ml Aqua dest.

pH-Wert auf 9,6 einstellen, 1 ml DEPC-Wasser zufigen, gut schitteln, Uber Nacht bei 37°C

inkubieren, anschlief3end autoklavieren.

4%ige Paraformaldehydldsung

20 g Paraformaldehyd

500 ml PBSM-Puffer, 1x

Zum Losen auf 60°C erwdrmen. 4 N NaOH zugeben, bis Lésung klar wird. pH-Wert auf 7,0

einstellen.

PBSM-Puffer

1 PBS-Tablette

400 ml DEPC-Wasser
1 ml MgCl,

Proteinase K

10 mg Proteinase K

100 pl 0,5 M EDTA-L8sung

900 pl PBSM-Puffer, 1x

Von dieser Stammlésung (10 g Proteinase K/pl) wird fir die Gebrauchslésung (20 pg/ml) je
4 ul aiquotiert und kurz vor Gebrauch auf 2 ml mit PBS-Puffer aufgefillt.
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10x TAE-Puffer

48,4 g Tris

11,4 ml Essigsaure

20ml 0,5M EDTA

ad 1000 ml Aqua bidest.
pH-Wert auf 8,4 einstellen

1x TAE-Puffer
Die Stammldsung 10x TAE mit Aqua bidest. zehnfach verdinnen.

1 M TBS-Puffer

121,14 g Tris

ad 1000 ml Aqua dest.

Mit HCI auf pH-Wert 7,6 einstellen.

0,1 M TBS-Puffer
100ml 1 M TBS-Puffer
8,5 g NaCl

1 ml Triton® X-100
ad 1000 ml Aqua dest.

10x TNMT-Puffer

121,1 g Tris-HCI

58,4 g NaCl

4,17 g MgCl;

ad 1000 ml Aqua dest.

pH-Wert auf 7,5 einstellen, 1 ml DEPC-Wasser zufigen, gut schiitteln, Gber Nacht bel 37°C
inkubieren, anschlief3end autoklavieren, nach dem Erkalten 5 ml Triton® X-100 zugeben.

IX TNMT-Puffer
Die Stammldsung 10x TNMT mit Aqua dest. zehnfach verdinnen.
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20x SSC-Puffer

88,23 g Natriumzitrat

175,29 g NaCl

ad 1000 ml Aqua dest.

pH-Wert auf 7,0 einstellen, 1 ml DEPC-Wasser zufigen, gut schitteln, Gber Nacht bel 37°C

inkubieren, anschlief3end autoklavieren.

Diejewelligen SSC-Verdinnungen mit DEPC-Wasser herstellen.
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8.2 Verwendete Stoffe und Reagenzien

e ABC-Elite Kit Standard; Vector Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame,
England)

e Agarose High Resolution (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

e APAAP, Mouse, Monoclonal (DakoCytomation GmbH, D-Hamburg)

e BCA Protein Assay Reagent Losung A und B (Pierce, Illinois, USA)

e Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG(H+L) Affinity Purified (Vector
Laboratories, USA-Burglingame)

e Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

e Bromphenolblau (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

e BSA (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

o CgHsO7Nag (tri-Natriumcitrat-Dihydrat) (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

o CgHgO7 x H20O (Citronensdure-1-hydrat) (Merck KgaA, D-Darmstadt)

e DEPC (Diethylpyrocarbonat) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

e Dextransulfat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

e DIG-RNA-Labeling Mix (Roche Diagnostics, D-Mannheim)

e DNA-Ladder, 50 bp (peglab Biotechnologie GmbH, D-Erlangen)

e DNasel, RNase-frel (Roche Molecular Biochemicals, D-Mannheim)

e DNTP-Mix 10mM (desoxy-Nukleotid Triphosphat) (Promega GmbH, D-Mannheim)

e E.coli (XL-1 Blue) (Stratagene Europe, Holland)

e EDTA (Ethylenediamine-tetraaceticacid) (Merck KgaA, D-Darmstadt)

e EGTA (Merck KgaA, D-Darmstagdt)

o Essigsdure (Merck KgaA, D-Darmstadt)

e Ethanol vergdllt (Schmitt, D-Dillenburg)

e Ethanol rein (Merck KgaA, D-Darmstadt)

e Ficoll 400 (Serva, D-Heidelberg)

e Formaldehyd (Merck KgaA, D-Darmstadt)

e Formalin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

e Formamid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

e Fuchsin + Substrate-Chromogen System (DakoCytomation GmbH, D-Hamburg)

e Gdatine: Kaisers Glyceringelatine (Merck KgaA, D-Darmstadt)

e Gene Amp® Gold RNA PCR Core Kit (Applied Biosystems GmbH, D-Darmstadt)

184



Glycerin Rotipuran® = Glycerol (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)
Glycine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Go Tag® Flexi DNA-Polymerase Kit (Promega GmbH, D-Mannheim)
Guanidinhydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
Hamatoxillin (Shandon, USA-Pittsburgh)

HCI konz. (Merck KgaA, D-Darmstadt)

Hefe-tRNA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

IMMPRESS® anti-Mouse Ig Kit (LINARIS, D-Wertheim-Bettingen)

IPTG (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Isopropanol (Isopropylalkohol) (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)
KH2PO,, Kaliumdihydrogenphosphat (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)
LB-Medium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
LB-Medium-Agar (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Levamisol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Methanol (Merck KgaA, D-Darmstadt)

MgCl; (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

MnCL, (Manganese chloride) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
Monoclonal Mouse Anti-Rabbit 1g (DakoCytomation GmbH, D-Hamburg)
NBT/BCIP: nitroblue tetrazolium/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (KPL,
D-Wedel)

NaCl (Merck KgaA, D-Darmstadt)

NaF (AppliChem, BioChemica, D-Darmstadt)

NaHPO,, di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck KgaA, D-Darmstadt)
NaOH konz. (Merck KgaA, D-Darmstadt)

NaOH-Platzchen (Merck KgaA, D-Darmstadit)

Natriumdesoxycholat (AppliChem, BioChemica, D-Darmstadt)

Natriumzitrat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Nonidet P40 (AppliChem, BioChemica, D-Darmstadt)

Normal horse serum (Vector Laboratories, USA-Burglingame)
Oligo-dT-Primer (Promega GmbH, D-Mannheim)

Paraffin, Gewebeeinbettmedium pro Wax 56°C (proLab GmbH, D-Lollar)
Paraformaldehyd (Fluka, D-Neu-Ulm)

PBS-Tablette (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
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PCR-Puffer 10x (Qiagen GmbH, D-Hilden)

Peroxidase Substrate Kit AEC (Vector Laboratories, Burlingame, England)
Peroxidase-Substratkit DAB (BioPrime, BioL ogo, D-Kronshagen)
PGEM®-T Vektor (0\GEM®-T Vektor System |, Promega GmbH, D-Mannheim)
PMSF (AppliChem, BioChemica, D-Darmstadit)

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Ig (DakoCytomation GmbH, D-Hamburg)
Polyvinylpyrrolidon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
Ponceau S (AppliChem, BioChemica, D-Darmstadt)

Primerpaare (MWG Biotech GmbH, D.Ebersberg)

Proteinase K (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Qiaex Il Gelextraction Kit (Qiagen GmbH, D-Hilden)

QIAprep® Miniprep-Kit (Qiagen GmbH, D-Hilden)

Q-Solution (Qiagen GmbH, D-Hilden)

Restriktionsenzyme (Nco-I, Not-1) (New England Biolabs, D-Frankfurt)
RNase-AWAY ® Reagent (Invitrogen, D-Karlsruhe)

RNAlater® (Ambion Biotechnologie GmbH, D-Wiesbaden)

RNase Inhibitor (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Salmon-Sperm DNA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
Schaf-Anti-Digoxigenin Fab Fragmente (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
SDS (AppliChem, BioChemica, D-Darmstadt)

SYBR® Green | (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)
T7-RNA-Polymerase, Sp6-RNA-Polymerase (Promega, D-Mannheim)
TagMan® gPCR MasterMix (Eurogentec, Seraing, Belgien)

TrisHCI pH 7,4 (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

Triton® X-100 (Cabiochem, EMD Biosciences, Merck KgaA, D-Darmstadit)
TRIzol®-Reagent (Life Technologies, D-Karlsruhe)

Tween® 20, Polyoxyethylensorbitan Monolaurate (Carl Roth GmbH & Co. KG,
D-Karlsruhe)

Wasserstoffperoxid (Merck KgaA, D-Darmstadt)

X-Gal (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Taufkirchen)

Xylol (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

Zitonensaure-1-hydrat zur Analyse (Merck KgaA, D-Darmstadt)
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8.3 Verbrauchsmaterialien und Gerate

e 96-well optical plates (Applied Biosystems, D-Darmstadt)

o Aufblock-Gerét, Leica EG 1160 (Leica Instruments GmbH, D-Nussloch)

e Autoklav (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)

e Bio-Photometer (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, D-Hamburg)

e Brutschrank (Memmert, D-Schwabach)

e Deckglaser (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

e Einbetter, Leica TP 1050 (Leica Instruments GmbH, D-Nussloch)

o Einmakuivetten (Eppendorf UV etten®) (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
D-Hamburg)

e Elektrophoreseapparatur Mini-Protean 3® Elektrophoresis Cell-System (Bio-Rad
Laboratories GmbH, D-M{inchen)

e Elektrophoresis Hood mit 0,8 Vergroferung (Polaroid, GmbH, D-Offenbach)

e Entwasserungsgerét Leica TP 1050 (Leica, D-Bensheim)

e Eppendorf Reaktionsgefalie 0,5 ml (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)

e Eppendorf Reaktionsgefalie 1,5 ml (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)

e Eppendorf Reaktionsgefalie 2,0 ml (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)

e Feuchte Kammer (DakoCytomation GmbH, D-Hamburg)

o Gelkammern Agagel Mini/Maxi (Whatman Biometra GmbH i.L., D-Gdottingen)

o Gewebeeinbettmedium proWax (Paraffin) (proLab GmbH, D-Lollar)

e Glaskivetten, Farbekéasten nach Hellendahl (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)

e Heizplatte (Janke & Kunkel IKA Labortechnik, D-Staufeni. Br.)

e High Performance Ultraviolett Transilluminator (Fa UV P, Upland, CA)

e Kamera CC 12 (Soft Imaging System GmbH, D-M Uinster)

e Lichtmikroskop LeicaDM LB (Leica, D-Wetzlar)

e NuPage® 20 x Mops SDS Running buffer (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

e NuPage® 20 x Transferbuffer (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

e NuPage® 20 x Tris-Actetat Running buffer (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

e NuPage® Antioxidant (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe )

e NuPage® LDS Sample Buffer 4x (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

e NuPage® Nitrocellulosemembran (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

e NuPage® Novex Bis Tris Gel 12% (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)
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NuPage® Novex Tris Acetat Gel 3-8% (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)
NuPage® Reducing Agent 10x (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

NuPage® Sponge Pads (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

NuPage® X Cell Sure Lock™ Mini-Cell (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)
NuPage® X Cell 11™ Blot Module (Invitrogen GmbH, D-Karlsruhe)

Kuvette UVette® 220-1600 nm (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)
Mikrotom Microm ( Microm GmbH, Type HM 400 R, D-Walldorf)

PAP PEN, Immunostaining Pen extradick (Fa. G. Kisker GbR, D-Steinfurt)
Paraffinaufgiefdstation, EG 1160 (Leica, D-Bensheim)

PCR-Tubes (Axygen Scientific Inc., Union Citi, USA)

pH-Meter WTW inoLab pH 720 (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)
Photomikroskop Axiophot (Carl Zeiss AG, D-Oberkochen)

Pinzetten (Ratiolab GmbH, D-Dreieich)

Pipetten (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe)

Pipettenspitzen (Ratiolab GmbH, D-Dreieich)

Pipettenspitzen gestopft (Biozym Diagnostik GmbH, D-Oldendorf)
Polaroid-Sofortbildfilm High Speed, Typ 667 (Polaroid GmbH, D-Offenbach)
Porzellanschalen (Ratiolab GmbH, D-Dreieich)

Primer Express Software (Version 2.0, Applied Biosystems, Foster City, CA)
Rattler: IKA®-Schittler MTS 2 (Janke & Kunkel IKA Labortechnik, D-Staufen i. Br.)
Scanner HP Scanjet G4050 (Avitos GmbH, D-Linden)

Software analySI S®, digitale Bildanalyse (Soft Imaging System GmbH, D-Minster)
Statistical Software GraphPad3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California,
USA)

Stromgeber Elektrophoresekammer PowerPac 200 Power Supply (Bio-Rad
Laboratories GmbH, D-M{inchen)

SuperFrost® Plus Objekttrager (R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik,
D-Teningen)

T3 Thermocycler (Whatman Biometra GmbH i.L., D-Gottingen)
Trockenschrank, Memmert (MAGV GmbH, D-Rabenau-L ondorf)
Ultra-Turrax® T8 mit Dispergierwerkzeug S8 N 5-G (Janke & Kunkel 1IKA
Labortechnik, D-Staufen i. Br.)

V akuum-Gewebeinfiltrationsautomat (TP1050, Leica, D-Bensheim)
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Vortexer VF 2 (Janke & Kunkel IKA Labortechnik, D-Staufen i. Br.)

Waage PB3002-5 DeltaRange® ( Mettler Toledo, Schweiz)

Wasserbad (Memmert, D-Schwabach)

Zentrifuge Typ 1110 Mikro 22R (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, D-Tuttlingen)
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