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I. Einleitung und Literaturiibersicht
1.1 Die bovine Plazenta

1.1.1 Allgemeines zur Entwicklung und Typisierung

Das Rind besitzt eine kotyledondre Plazenta, die durch sogenannte Plazentome
charakterisiert ist. Von ihnen bilden sich im Laufe der Graviditit zwischen 70 bis 150
Stiick aus. Die Plazentome bestehen aus zwei Anteilen, fetalen Kotyledonen und
maternalen Karunkeln (Bjorkman und Sollen 1960), die sich zur Zeit der Geburt
trennen, weshalb die Nachgeburt des Rindes lediglich aus fetalem Gewebe besteht —
also vergleichend plazentologisch nur eine halbe Plazenta darstellt. Deshalb definierte

Strahl (1906) die Rinderplazenta als Semiplazenta multiplex sive cotyledonaria.

Das Trophektoderm oder der Trophoblast bildet die dulere Wand der Blastozyste. Diese
dullere Zellschicht bildet zusammen mit dem parietalen Mesoderm das sekundire
Chorion (Ubersicht Schlafer et al. 2000). Die sich spiter ausbreitende Allantoisblase
(Entoderm und viszerales Blatt des Mesoderms [liefert die Blutgefafie]) legt sich direkt
an das Chorion und bildet so das Allantochorion. Im Bereich der Karunkeln des
Endometriums kommt es zur Bildung der fetalen Kotyledonen des Chorions (Ubersicht
Schnorr und Kressin 2001). Diese bilden Zotten aus, die baumartig in Form von
Primédr-, Sekundér- und Tertidrzotten mit den Krypten der Karunkel interdigitieren
(Bjorkmann 1969; Ubersicht Leiser und Kaufmann 1994). Dies bezeichnet man
aulerdem nach der Form der fetomaternalen Interdigitation als villosen Typ der
Plazentation (Ubersicht Leiser und Kaufmann 1994). Die Zotten selbst bestehen aus
vaskularisiertem Mesenchym, welche vom Chorionepithel (Trophoblast) umgeben sind.
Die Karunkeln ihrerseits bestehen aus bindegewebigen Septen, die mit einem
einschichtigen isoprismatischen Epithel, dem Uterusepithel, bedeckt sind (Bjorkman
und Sollen 1960). Aufgrund des Erhaltes aller Gewebeschichten sowohl auf fetaler
(Chorionepithel, Mesenchym und Gefdlendothelien) als auch auf maternaler
(Uterusepithel, Bindegewebe des Septenstromas und GefdBendothelien) Seite gehort die
Rinderplazenta zum epitheliochorialen Plazentatyp (Grosser 1909, 1927), bei dem es
unter der Geburt nicht zu einem Gewebsverlust mit Blutungen (adeziduate Plazenta,

Strahl 1906) und nicht zu einer endometrialen Invasion des Trophoblasten
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wie in himochorialen Plazenten kommt (Ubersicht Leiser und Kaufmann 1994; Schnorr
et al. 2001). Bei Wiederkduern ist aber eine Migration von Trophoblastzellen in das
Uterusepithel (Rind) und Synzytienbildung (Schaf und Ziege) bekannt, weswegen
Wooding (1992) den Begriff der synepitheliochorialen Plazenta prégte.

Innerhalb des bovinen fetalen Chorionepithels unterscheidet man zwei morphologisch
unterschiedliche Zelltypen (Wimsatt 1951; Greenstein et al. 1958): Zum einen
mononukledre Trophoblastzellen, die der Basalmembran aufliegen und alle
Charakteristika von Epithelzellen, wie beispielsweise Polaritit, aufweisen. Sie nehmen
iiber interdigitierende Mikrovilli Kontakt mit dem Uterusepithel auf und bilden so die
fetomaternale Kontaktzone (Leiser 1975; Steven 1975; Kaufmann 1981). Der zweite
Zelltyp sind Trophoblastriesenzellen (trophoblast giant cells, TGC), die hauptsdchlich
zweikernig (binuclear cells, BNC; Diplokaryozyten) vorliegen und einen DNA-Inhalt
von bis zu 32 C (Klisch et al. 1999) aufweisen konnen. Es wird angenommen, dass sie
von einkernigen Trophoblastzellen abstammen (Wimsatt 1951) wund durch
azytokinetische Mitose derselben entstehen (Klisch et al. 1999). Sie weisen keine
Charakteristika von epithelialen Zellen auf und haben daher keinen Kontakt zur
Basallamina. AuBBerdem beteiligen sie sich nicht an apikalen Komplexen des Epithels.
Durch die fehlende Polaritit sind sie in der Lage, auf das uterine Epithel hin zu
migrieren (Wimsatt 1951; Davies und Wimsatt 1966), bilden dabei eine temporire
Komponente der trophektodermalen ,,Tight junctions® (Wooding et al. 1980; Morgan
and Wooding 1993) und fusionieren schlieBlich mit einzelnen Karunkelepithelzellen.
Bei Schaf und Ziege kommt es dabei zur Entstehung von mehrkernigen fetomaternalen
Synzytien, die beim Rind nur transient wahrend der Implantation auftreten (Wooding
1982). Hier dominiert vielmehr die Bildung von dreikernigen Hybridzellen (Wooding
1992), die letztendlich degenerieren (Hoffmann und Wooding 1993) oder vom
Trophoblasten resorbiert werden (Schuler 2000). Bjorkman (1968) wies auf strukturelle
Unterschiede zwischen den zweikernigen TGC im Trophoblasten selbst und den
mindestens dreikernigen fetomaternalen Hybridzellen im uterinen Kryptenepithel hin.
Demnach besitzen die Hybridzellen des Kryptenepithels groe Kerne und ein stark
verringertes Zytoplasma mit nur wenigen Organellen. Sie sind mit Mikrovilli

ausgestattet, die mit denen des Trophoblasts korrespondieren.



Die TGC des Trophoblasten hingegen weisen zwar ebenso grofle Zellkerne auf,
zeichnen sich aber durch viele Zytoplasmakomponenten und fehlende Mikrovilli aus.
TGC entstehen wihrend der gesamten Graviditéit bis in die letzte Woche hinein und
bilden 15 - 22 % der Trophoblastzellen (Wooding 1983). Sie besitzen charakteristische
Granula, die bis liber 50 % des Volumens von maturen TGC einnehmen kénnen. In
thnen sind Proteine und Glykoproteine, wie plazentdres Laktogen und
gravidititsspezifische (Glyko)Proteine gespeichert, die nach der Fusion mit einer
Uterusepithelzelle freigesetzt und somit an das maternale Kompartiment iibermittelt
werden (Wooding 1992; Klisch et al. 1999). TGC werden auBlerdem aufgrund ihrer
verminderten Zahl am Ende der Graviditit mit der Ablosung der Plazenta in
Zusammenhang gebracht, wobei man hier eine gegensitzliche Korrelation zwischen
fetaler Plasmacortisolkonzentration und der Anzahl der BNC in der ovinen Plazenta
nachweisen kann, so dass Cortisol die BNC Population wihrend der spéten Trachtigkeit

reguliert (Ward et al. 2002).

1.1.2 Trophoblastinvasion in der epitheliochorialen Rinderplazenta

Wie bereits erwédhnt, findet in der Rinderplazenta die Migration von TGC aus dem
Chorionepithelverband in Richtung auf das maternale Karunkelepithel statt, die in einer
Fusion mit maternalen Epithelzellen gipfelt und so zur Bildung von dreikernigen
Hybridzellen fiihrt (Wimsatt 1951; Bjorkman 1968; Wooding 1992; Klisch et al. 1999).
Diese Migration ,,durch die Tight junctions des Chorions* (Wooding 1992) miindet in
der apikalen Fusion mit dem uterinen Epithel {iber Pseudopodien (Wathes und Wooding
1980) und endet mit der Degeneration der Hybridzellen (Wooding 1992; Hoffman und
Wooding 1993). Die Endstadien werden vermutlich auf fetaler Seite durch Phagozytose

von mononukledren Trophoblastzellen beseitigt (Schuler 2000).

1.1.3 Die haemochoriale humane Plazenta und die Trophoblastinvasion

Der humane Trophoblast differenziert sich in zwei Zelltypen: Einen villdsen Typ, der in
Zellfusion und Synzytien resultiert, und einen extravilldsen Typ, der ein invasives
Verhalten annimmt und Zelloberflichenmerkmale einer Endothelzelle aufweist
(Morrish et al. 1998). Im Gegensatz zur epitheliochorialen Plazenta findet bei der
haemomonochorialen Plazenta (Enders 1965) eine Invasion des Trophoblasten in das
Endometrium statt, die gro3e Teile des Endometriums (Uterusepithel, Bindegewebe und

3
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Endothelien) degenerieren ldsst und so einen direkten Kontakt zwischen Chorionepithel
und miitterlichem Blut tiiber folgenden Mechanismus erlaubt: Der Trophoblast
proliferiert am Invasionsort und es kommt zu einer Verschmelzung der dem
miitterlichen Epithel direkt anliegenden Trophoblastzellen, die als primérer
Synzytiotrophoblast bezeichnet werden. Dieses Synzytium wichst im folgenden unter
Zerstorung der endometrialen Stromabestandteile durch Zellfusion aus dem
Zytotrophoblast (Becker et al. 1981; Benirschke und Kaufmann 1995). Innerhalb des
Synzytiums treten ab dem 8. Tag p.c. zu Lakunen konfluierende Einschmelzungsherde
auf, die von Trabekeln aus Synzytiotrophoblast durchzogen werden. Durch den weiter
eindringenden Trophoblast kommt es zur Arrosion der maternalen Endometriumgefae,
so dass maternales Blut in die oben genannten Lakunen gelangt. In der Folge kommt es
zu einer gesteigerten Proliferation und synzytialer Verschmelzung des
Zytotrophoblasten, die die Primérzotten entstehen ldsst, die wiederum durch
Liangenwachstum iiber Zellsdulen (Sekundérzottenstadium) zum Zottenbaum
proliferieren (Becker et al. 1981). Ab dem 15. Tag p.c. beginnt die Ausbreitung von
Mesenchymzellen, die innerhalb weniger Tage alle bis dahin rein trophoblastischen
Plazentazotten ,,aushohlen.  Zusétzlich erscheinen kleine Blutgefile im
Zottenbindegewebe. Die Bildung von Tertidrzotten und Ausbreitung des Zottenbaumes
erfolgt liber dichotome Verzweigungen und Zottenproliferation, die Verdiinnung des

Synzytiums sowie eine zentrifugale Verlagerung der Zottenkapillaren.



Ubersicht 1 zeigt schematisch die Gegeniiberstellung der Gewebserhaltung von

epithelio- beziechungsweise haemomonochorialer Plazenta

Placenta epitheliochorialis Placenta haemomonochorialis

fetale Kapillare

Chorionepithel
(Trophoblast)

Uterusepithel

miitterliche Kapillare miitterliche

Blutrdume

Ubersicht 1: Plazentatypen nach der Einteilung von GROSSER (1927) und ENDERS (1965) aus Schnorr und Kressin (2001)
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1.2 Integrin-gesteuerte Signaliibertragung

1.2.1 Die Integrine

Die Integrine sind Transmembranrezeptoren fiir Proteine der extrazelluliren Matrix, die
intrazelluldre  Actinfilamente iiber assoziierte Proteine mit extrazelluldren
Matrixproteinen verbinden. Sie bestehen aus zwei nicht kovalent verbundenen
Transmembran-Glykoproteinen, ndmlich der a- und B-Untereinheit (Alberts et al. 1999).
Die Untereinheiten setzen sich jeweils aus einer langen extrazelluldren, einer kurzen
transmembranen und einer zytoplasmatischen Doméne unterschiedlicher Lénge
zusammen. Die extrazelluldiren Domidnen beider Untereinheiten bilden zusammen die
Bindungsstelle fiir Liganden. Es sind bis heute 24 verschiedene, durch unterschiedliches
Spleiflien entstandene Heterodimere bekannt, die aus 18 verschiedenen a- und 9 f-
Untereinheiten zusammengesetzt sind (van de Flier und Sonnenberg 2001; siche Tabelle
1). Ein Integrinheterodimer kann mehr als ein Matrixmolekiil binden, wobei die
Erkennung vor allem {iiber die RGD-Sequenz (= [Arg-Gly-Asp] Aminosdurensequenz)
erfolgt (Ruoslahti 1996; Alberts et al. 1999) oder iiber Proteine, die die RGD-Sequenz
enthalten, zum Beispiel Fibronektin und Vitronektin (Ubersicht Kumar 1998). Sie ist
auBerdem vom Vorliegen zweiwertiger Ionen abhéngig, und zwar je nach Typ von Ca*"
und Mg, die im extrazelluliren Raum an die o-Untereinheit binden. Grundsitzlich
konnen gleiche Integrine in verschiedenen Zelltypen an verschiedene Liganden binden.
Diese Tatsache ldsst eine Beteiligung von weiteren zellspezifischen Faktoren bei der
Integrinbindung vermuten. Nach der Bindung an die extrazelluldre Matrix (ECM)
lagern sich zytoplasmatisch Talin und a-Actinin an die B-Kette, so dass ein Komplex
aus intrazelluldren Anheftungsproteinen (focal adhesion complex) entsteht. Dieser
verbindet sich wiederum mit Actinfilamenten, die in der Folge -eine
Konformationséinderung durchmachen. Eine Ausnahme stellt das agfs-Integrin dar,
welches tiber Hemidesmosomen an Intermedidrfilamente koppelt. B,-Integrine sind fiir
Zell-Zell-, nicht aber fiir Zell-Matrix-Wechselwirkungen verantwortlich, da ihre
Liganden zur Familie der Zelladhidsionsmolekiile gehdren (Ubersicht Alberts et al.

1999).



Makromolekiile der ECM konnen Form, Polaritit, Bewegung, Stoffwechsel,
Entwicklung und andere differenzierte Funktionen von Zellen iiber die Bindung von
Integrinen beeinflussen, die intrazellulire Signal-Ubertragungskaskaden ausldsen
(Alberts et al. 1999). Bestimmte Integrine binden jedoch auch an 16sliche Liganden wie
Fibrinogen oder interzellulire Adhdsionsmolekiile in angrenzenden Zellen (Ubersicht

Kumar 1998).

1.2.2 Die Regulierung und Funktion der Integrine

Die Aktivitdt der Integrine als Bindungselement wird durch die Zelle selbst geregelt
(Ubersicht Garratt und Humphries 1995). Dieser Vorgang wird durch die Verinderung
des zytosolischen Umfeldes, mit dem die Integrine iiber ihre Schwinze auf
intrazytoplasmatischer Seite in Verbindung stehen, gesteuert und als ,,Inside-out
Signaling® definiert (Schwartz et al. 1995). Dabei spielen die a-Untereinheiten eine
negative Rolle in der Regulation der Integrinaktivitit (La Flamme et al. 1992; Chen et
al. 1994). Die mit der B-Kette interagierenden zytoplasmatischen Faktoren wiederum
miissen fiir eine erfolgreiche Signaliibertragung vermutlich in groBerer Zahl
akkumuliert vorliegen (Lukashev et al. 1994). Auch Integrine liegen in
Zelladhésionskomplexen gebiindelt vor (Geiger et al. 1995). Dabei ist die biologische
Funktion der Integrine in ihrer Eigenschaft als Adhisionsrezeptor fiir die Ubertragung
von Signalen und Anderung der mechanischen Struktur des Zytoskelettes (Miyamoto et
al. 1995; Ubersicht Schoenwaelder und Burridge 1999) zu verstehen. Hierbei sind
Integrin-Ligandenbindung, Integrinakkumulation und die folgende Aktivierung von
Signalketten unabdingbar miteinander gekoppelt. Es kann auBBerdem eine Aktivierung
verschiedener Integrinrezeptoren einer Zelle notig sein, um die volle biologische
Wirksamkeit zu erreichen (Miyamoto et al. 1995). Integrine reagieren also mit
Konformationsdnderung auf Signale aus dem Zytoplasma oder der extrazelluldren
Umgebung und erfiillen so ihre Aufgabe als Vermittler beim Austausch von
Informationen zwischen einer Zelle und ihrem umgebenden Gewebe (Garratt et al.

1995).

Tabelle 1 zeigt Integrine und ihre Liganden, Ubersicht 2 eine schematische Darstellung

der Integrinwirkung.
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Integrin Ligand
ECM Gelost Zell — Zell Pathogen /Toxine
oB Co; Ln
0B Co; Ln; | MMP-1 Echovirus 1,8; Rotavirus; Blutegel ((LAPP)
Chad
o3P Ln; Rn; (02B1; 03By | Yersinia spp. (invasin)
Tsp-1
(Co; Fn)
o Py |Fn;Op | pp-vWEF; tTG; FXIII Yersinia spp. (invasin); Rotavirus
Angiostatin
B, Fn VCAM-1;
MAdCAM,;
(o)
asP Fn tTG; Endostatin ADAM-15, | Yersinia spp; B. burgdorferi; Shigella spp. (ipa);
17; L1 B. pertussis (fimD); Maul- und Klauenseuche-
Virus
o By |Ln Fisp12/mCTGF; Cyr61 | ADAM-2,9 | Papilloma-Virus; Yersinia spp. (invasin)
Ln
Ba
(1.7]31 Ln
oy Fn; Tn; TGFB1-LAP
Nn
ooy Tn; Op; | pp-vWF; tTG, FXIII VCAM-1;
Co; Ln Angiostatin ADAM-12,
15
0P Co
a11Ps Co
Oy B | Fn; Vn TGFB-LAP
Bs [ Vn; Fn, |Fg; Cyr6l; ADAM-15, | Schlangengifte (Disintegrine); Adenovirus,
vWF; Fisp12/mCTGF; 23; Rotavirus; Maul- und Klauenseuche-Virus,
Op; Tn; | MMP2, Endostatin, CD31 Coxsackievirus A9; Parechovirus 1; Hantavirus;
Bsp; Angiostatin; Tumstatin HIV (tat Protein)
Tsp-1
Bs | Vn; Bsp | TGFBI-LAP; Cyr61; HIV (tat Protein)
Endostatin
Ps | Fn; Tn TGFB1-LAP Maul- und Klauenseuche-Virus
Bs [Co; Ln; |TGFBI-LAP
Fn
o3 Vn; Fn; | Fg; Cyr6l; B. burgdorferi; Schlangengifte (Disintegrine);
vWF Fisp12/mCTGF; ticks (Variabilin, Disagregin); Blutegel (Decorsin,
Prothrombin Ornatin)
o ICAM-1-5
oM, Fg; iC3b;FX ICAM-1; B. burgdorferi, B. pertussis; C. albicans
VCAM-1
oxP Fg; iC3b Rotavirus
opP ICAM-3,
VCAM-1
o E-Cadherin

Tabelle 1: Integrine und ihre Liganden (van de Flier et al. 2001); siche Erklarungen der

Abkiirzungen auf folgender Seite




Erklarung zur Tabelle 1, vorangehende Seite:

ADAM A Disintegrin und Metalloprotease, B. burgdorferi Borrelia burgdorferi, B. pertussis Bordetella
pertussis, Bsp Bone sialic protein, C. albicans Candida albicans, Chad Chondroadherin, Cyr61 Cystein-
rich angiogenic protein 61, Co Kollagen, Fg Fibrinogen, Fn Fibronektin, FX Koagulationsfaktor X, FXIII
Koagulationsfaktor XIII, iC3b inaktivierte Komplement Komponente C3b, /CAM intrazelluléres
Adhesionsmolekil, Ln Laminin, MAdCAM mucosal addressin cell adhesion molecule, mCTGF mouse
connective tissue growth factor, MMP Matrix Metalloproteinase, Nn Nephronectin, Op Osteopontin, pp-
vWF prepro von Willebrand Faktor, Rn Reelin, TGFf-LAPTGEFp latency-associated peptide, 7n Tenascin,
Tsp Thrombospondin, ¢7G tissue Transglutaminase, VCAM-I vascular cell adhesion molecule-1, Vi

Vitronectin, vIWF von Willebrand Faktor

1.2.3 Integrine und Zellmigration

Huttenlocher et al. (1998) haben in ihrer Studie an primiren Myoblasten gezeigt, dass
Integrinen und N-Cadherin eine zentrale Rolle in der Regulation von Differenzierung
und Migration von Zellen zukommt, da N-Cadherin die kontaktabhéngige Migration
von ektopisch as und B; exprimierenden und normalerweise migrierenden Myoblasten
unterbindet und so Integrine und N-Cadherin bei der Regulation von Kontakt
induzierter Hemmung der Migration und motiler Aktivitdit vermutlich synergistisch
wirken. Auch den osB;, o,f3 und o,Bs Integrinen wird eine Beteiligung bei der
Migration und Proliferation von verschiedenen Zellen, wie vaskuldren Endothelzellen
oder Epithelien der Milchdriise, zugesprochen (Kumar 1998). MacLaren und
Wildemann (1995) vermuten eine Beteiligung von B; bei der Migration von TGC in der
bovinen Plazenta. Auch die Stimulierung der Migration humaner Trophoblastzellen
iiber eine asP; Integrin-vermittelte Aktivierung des MAP-Kinasen-Signalweges durch

Insulin-like growth-factor-binding protein 1 wurde nachgewiesen (Gleeson et al. 2001).
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1.2.4 Integrinrezeptoren und Trophoblastinvasion

Die Zytotrophoblastzellen (CT) der haemochorialen humanen Plazenta bilden ein
polares Epithel, das basal zunédchst a¢Ps Integrin exprimiert (Damsky et al. 1992).
Parallel dazu wird das asfB; Integrin (Fibronektinrezeptor, Fn) hochreguliert sowie eine
fibronektinreiche, zellassoziierte extrazellulire Matrix (ECM) ausgebildet. Bei der
Wanderung und Invasion einzelner CT in das Endometrium kann dann die Expression
von a;B; Integrin, dem Kollagen/Laminin Rezeptor, und die fortgefiihrte Expression
von asP; Fn-Rezeptor nachgewiesen werden. Eine Detektion von ogP4 ist nach der
Invasion nicht mehr moglich. Daraus schlieBen Damsky et al. (1992), dass die
Modulation von Adhésions-Rezeptoren funktionell wichtig fiir die Entstehung der
Invasivitit sein konnte. Zudem konnte die gleiche Arbeitsgruppe 1994 zeigen, dass der
a;B; Integrinrezeptor bedeutend fiir die Invasion des CT zu sein scheint, da eine
Antikorper-vermittelte Storung von Interaktionen zwischen Laminin oder Collagen Typ
IV und ihrem Integrinrezeptor a;f; zu einer Hemmung der Invasivitidt von CT fiihren
kann. Im Gegensatz dazu fiihrte die Antikorper-vermittelte Storung der Interaktion
zwischen Fibronektin und seinem asf; Rezeptor zu einer Anregung der Invasivitit
(Damsky et al. 1994). Fibronektin agiert also als eine Briicke zwischen der Kollagen-
Matrix und asp; Integrin auf der CT-Oberflache und vermittelt so die Migration des

Trophoblasten (Aplin et al. 1999).

In der Rinderplazenta lésst sich B; am Tag 24 post inseminationem basolateral an den
fetalen mononukledren Trophoblastzellen und in den binukleédren Zellen finden, woraus
MacLaren und Wildemann (1995) eine funktionelle Beteiligung dieser Integrin-
untereinheit an der Migration und Entwicklung der Zellen schlieBen. Nach Hirsch
(2000) ist das B; Integrin beim Rind in den TGC besonders in der frithen Plazentation
nachzuweisen; daneben ist B; basal an fetalen und maternalen Epithelien zu finden, wo
es mit as einen Rezeptor fiir das Laminin der Basalmembranen bilden kann. Dabei ist
anzumerken, dass o, as und B; die einzigen Integrinuntereinheiten sind, die beim Rind
von Trophoblastzellen fast wéhrend der gesamten Plazentation (80.-270. Tag)
exprimiert werden (Hirsch 2000). Pfarrer et al. (2003) vermuten, das die TGC entlang
ithrer ,,eigenen* im Zytoplasma ringférmig exprimierten Lamininmatrix migrieren und

Zell-Zell-Kontakte mit benachbarten Zellen tiber das Integrin a,f; vermitteln.
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Hemberger et al. (2000) vergleichen die Trophoblastinvasion mit dem invasiven
Verhalten von Tumorzellen, da sie in ihrer Studie durch cDNA Subtraktion Gene in der
Nagerplazenta (= hidmochoriale Plazenta) nachweisen konnten, die dem bekannten
Mausgen MPS1 und Cathepsin L-Proteinen dhnlich sind. Sie vermuten daher, dass diese
Gene (EPCS50, EPCS24 und EPCS68) an der Ubermittlung von invasiven
Eigenschaften an den Maustrophoblasten beteiligt sind. Die Trophoblastinvasion selbst
steuert die Freisetzung von Proteinasen, die die extrazellulire Matrix (ECM)
degradieren. Im Trophoblasten der Maus sind dies Serinproteinasen, Matrix
Metalloproteinasen und Cysteinproteinasen, die einer Reihe von auf maternaler Seite
sezernierten Inhibitoren gegeniiberstehen (Alexander et al. 1996). Deshalb wird die
Hypothese der Hemberger'schen Arbeitsgruppe dadurch unterstiitzt, dass wahrend der
Tumorinvasion und Metastasierung die Degradierung von Basalmembranen héufig von
denselben Proteinasen impliziert wird, die auch bei der Implantation und normaler
Trophoblastinvasion eine Rolle spielen (Strickland and Richards 1992; MacDougall and
Matrisian 1995; Wilson et al. 1997; Edwards and Murphy 1998). IGF II stimuliert die
Migration des humanen extravillosen Trophoblasten durch eine schnelle Phosphor-

lierung der mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) (McKinnon et al. 2001).

1.2.5 Integrine und Signaliibertragung durch Proteinkinasephosphorylierung

Wie Miyamoto et al. (1995) feststellten regelt die einfache Integrinaggregation
Signalmolekiile, zum Beispiel Rho A, Racl, Ras, Raf, MEK, extrazelluldr signal-
regulierte Kinase (ERK) und c-Jun NH,-terminale Kinase (JNK). Ihre Anhdufung in
fokalen Adhisionskomplexen erfolgt durch Tyrosinphosphorylierung, wobei einige
dieser Tyrosin-Proteinkinasen mit ihren Zielproteinen, zum Beispiel a-Actinin, Vinculin
und Talin in fokalen Adhisionskomplexen identifiziert wurden. AuBerdem kolla-
borieren nach Miyamoto et al. (1996) Integrine mit Wachstumsfaktoren bei der
Phosphorylierung von Rezeptor Tyrosin-Kinasen und der Aktivierung von mitogen
aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen). So fiihren die Wachstumsfaktoren EGF,
PDGF-BB und FGF zu einer voriibergehenden Aktivierung der ERK, die zur Klasse der
MAP-Kinasen gehdrt, wenn die (dazugehdrigen) Integrine sowohl aggregiert als auch
Ligand-gebunden vorliegen. Eine Synergie zwischen Integrinen und Wachstums-

faktoren konnte ebenfalls bei der Tyrosinphosphorylierung von EGF-, PDGF- und FGF-
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Rezeptoren gefunden werden. Nach Morino et al. (1995) fiihren schlieflich die
Interaktion von Matrix und Integrinen ebenfalls zu einer Phosphorylierung der p44™!
und p42°™*? MAP-Kinasen an ihren Tyrosin-Enden. Dabei zeigen beide Kinasen eine

deutlich erhohte enzymatische Aktivitit.

1.2.5.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und ihre Funktionen

Bei Saugetieren kennt man drei Arten von MAPK: 1. extrazellular signalregulierte
Kinase ERK (Erk-1 und ERK-2), 2. c-Jun NH,-terminale Kinasen (JNKs) und 3. p38
MAPK. Alle drei werden durch duale Phosphorylierung des TXY-Motivs aktiviert
(Minden et al. 1994; Cano et al. 1995; Han et al. 1997). p38 MAPK liegt bei
Saugetieren in vier Isoformen vor (a.,f3,y,0), wovon jede individuelle Expressionsmuster
zeigt (Jiang et al. 1996; Li et al. 1996; Jiang et al. 1997; Hale et al. 1999) und o und f

ubiquitdr vorkommen (Jiang et al. 1996).

MAP-Kinasen werden als Regulatoren von Zellwachstum, Differenzierung,
Genaktivierung (Miyamoto et al. 1996; Chen et al. 1994), zum Beispiel des plazentaren
Laktogen-I-Gens in sich differenzierenden Trophoblastzellen von Ratten (Peters et al.
2000), und auBerdem der Migration (Howe et al. 2001; Glading et al. 2001) vermutet.
Eine Beteiligung an der Zellmigration wurde bereits fiir viele Zelltypen beschrieben,
wie zum Beispiel die Wirkung von IGF-II an Endothelzellen (Groskopf et al. 1997),
platelet-derived growth factor (PDGF) an pigmentierten Retinaepithelzellen (Hinton et
al. 1998) sowie epidermal growth factor (EGF) an Brustkrebszellen (Spencer et al.
2000). Die MAPK phosphoryliert dabei direkt die Myosin-light-chain-kinase, die
ihrerseits dann das fiir die Migration wichtige Myosin-light-chain-protein
phosphoryliert (Klemke et al. 1997). Die Aktivierung der ERK tritt im Zytoplasma auf,
wobei sich eine Translokation in den Zellkern anschlie8t, die unabdingbar fiir die
Vermittlung der Signale ist (Ubersicht Howe et al. 2001; Glading et al. 2001). Ahnlich
wie die Regulierung der ERK-Aktivierung durch Integrine und die GTPase Ran, wird
auch eine adhisionsbedingte Kontrolle des nukleozytoplasmatischen Austausches der
ERK auf ein intaktes Actin-Zytoskelett zuriickgefiihrt (Aplin et al. 2001). Ein weiterer
Zusammenhang zwischen MAPK und Zytoskelett zeigt sich dadurch, dass a-Actinin als
ein MEKK 1- (Upstream-Aktivator der MAPKinasen c-Jun N-terminal Kinase, ERK und
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p38) Bindungsprotein identifiziert und daher eine dieser Kinasen in fokalen Adhdsionen
und ,,stress fibers® ermittelt wurde (Christerson et al. 1999). Die Lokalisation der
aktivierten ERK in neu gebildeten fokalen Adhédsionskomplexen in Fibroblasten von
Rattenembryonen und in embryonalen Zellen von Vogeln ldsst sich auf die
Integrinbindung zuriickfiihren (Fincham et al. 2000). Auf diese Weise kann die aktive
ERK moglicherweise die Spezifitdt von anderen Zielmolekiilen (Talin), die an der
Bildung von Adhisionen beteiligt sind, beeinflussen und spielt mdglicherweise eine
Rolle bei der Regulation von Adhidsion und Konformation des Zytoskeletts. Nach
Takanami-Ohnishi et al. (2001) zeigt die Graviditatsstadium-abhiangige Aktivitit der
p38 MAPK im Uterus (vor allem in dezidualen Stromazellen zum Zeitpunkt der Geburt)
der Maus einen deutlichen Anstieg am Tag 19 und wihrend der Wehentitigkeit,
wohingegen c-Jun NH,-terminale Kinase (JNK) und ERK im Myometrium ab Tag 19
zu finden waren. Diese Autoren postulieren deshalb eine Beteiligung des p38 MAPK
Signalweges an der Funktion der Dezidua im spédten Trachtigkeitsstadium und vermuten

eine Involvierung desselben am Geburtsvorgang.
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1.3 Das Zytoskelett

1.3.1 Das Zytoskelett

Auf dem Zytoskelett basiert die Fahigkeit von Eukaryontenzellen, verschiedene Formen
anzunehmen und koordinierte und gerichtete Bewegungen auszufiihren. Das den
Bakterien fehlende Zytoskelett ist in dem gesamten Zytoplasma verteilt, aus

Proteinfilamenten aufgebaut und besitzt eine dynamische Struktur (Alberts et al. 1999).

Man unterscheidet drei Gruppen von Proteinfilamenten: 1. durch Actin gebildete,
dynamische und meist in Biindeln vorliegende Actinfilamente, 2. durch Tubulin
geformte, steife Mikrotubuli, die in vielen Zellen dynamisch sind und durch Anfiigen
und Abdissoziieren von Tubulin-Untereinheiten wachsen und 3. Intermedidrfilamente,
die durch Laminin und Vimentin représentiert werden und seilartige Struktur aufweisen.
Sie sind relativ widerstandsfahig und verleihen Zellen und Geweben ihre mechanische
Stabilitdt (Alberts et al. 1999). Zytokeratine, bestehend aus keratinartigen Proteinen,
stellen dabei die vielfdltigste Gruppe der Intermedidrfilamente dar und sind typisch fiir

epitheliale Zellen (Sun et al. 1978, 1979).

1.3.1.1 Actin

Nach Alberts et al. (1999) enthalten alle Zellen von Wirbeltieren Actin. Weiter wird das
Actinmolekiil durch ein Polypeptid aus 375 Aminosduren aufgebaut und ist eng an ein
ATP-Molekiil gebunden. Die gebildeten Actinfilamente sind 8 nm dick und polar. Diese
Autoren unterscheiden a-, B- und y-Actin. a-Actin liegt in Muskelzellen, - und y-Actin
in Nicht-Muskelzellen vor. Generell liegt Actin bei niedriger lonenstdrke als
zweilappiges, globulires Monomer vor, das G-Actin (G = globuldr). Unter
physiologischen Bedingungen polymerisiert Actin jedoch unter ATP-Hydrolyse zu
F-Actin (F = fibros). Beide Formen liegen in Nicht-Muskelzellen vor und bilden die
Mikrofilamente. In Muskelzellen findet man es hingegen als diinne Filamente (Voet und
Voet 1994). Actin bildet sowohl stabile Strukturen wie den kontraktilen Apparat in der
Muskelzelle oder den Kern der Mikrovilli als auch veridnderliche Strukturen aus, die an

der Zellbewegung Beteiligung finden. Die erforderliche Energie wird dabei durch die
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Hydrolyse von ATP gewonnen (Alberts et al. 1999). Actinfilamente liegen nur selten
einzeln vor. Meistens sind sie in Form von Netzen oder Biindeln angeordnet und bilden
zusammen mit den actinbindenden Proteinen die Zellrinde, die direkt unter der
Plasmamembran liegt. Das Actin-Zytoskelett ist ein unverzichtbarer Teil der Signal-
Ubertragungskaskaden von Zellen, weil sich sein dynamisches Geflecht aus
Actinfilamenten in der Zellrinde beim Eintreffen von Signalen aus der Zellumgebung

auf die Plasmamembran schnell umformen kann (Alberts et al. 1999).

Eine wichtige Bedeutung des Actin-Zytoskelettes im weiblichen Genitaltrakt liegt darin,
dass die Adhésionsbereitschaft der apikalen Plasmamembran des Uterusepithels fiir den
Trophoblast eine essentielle Rolle, vor allem zur Zeit der Implantation des humanen
Embryo, dahingehend spielt, dass epitheliale Zellen normalerweise keine apikale
Adhésion zulassen. Es muss daher eine nicht-polarisierte Oberfliche geschaffen
werden, um so die Zell-Zell Adhdsion wihrend der rezeptiven Phase zu gewéhrleisten
(Thie et al. 1997). Dies geschieht iiber eine epitheliale Umwandlung von polarisiertem
zu nicht-polarisiertem Phédnotyp des apikalen Zellpols der Epithelzellen (Thie et al.
1997). Die normalerweise vorliegende Polaritit von Epithelzellen und ihre daher
mangelnde Adhidsionsbereitschaft weist auch auf eine apikale Expression von Muzinen
(Muc-1) hin, die auf Grund ihrer Glykosylierung und ausgedehnten Struktur zu einer
sterischen Hinderung der Zell-Zell und Zell-ECM Adhésion fithren (Denker 1993;
Glasser et al. 1993; Wesseling et al. 1995; Komatsu et al. 1997). Um nun die
,Depolarisierung® zu gewdhrleisten wird num zum Beispiel auch eine mit der
Umwandlung des prirezeptiven zum rezeptiven Uterus einhergehende Downregulation
von Muc-1 im Endometrium des Schweines vermutet (Bowen et al. 1996). Ebenso
konnte eine dramatische Abnahme von Muc-1 ab Tag 9 der Graviditdt beim Schaf
festgestellt werden, wenn die Kontaktaufnahme zwischen Trophoblast und luminalem
Epithel beginnt (Johnson et al. 2001). Ein feto-maternaler Kontakt ist moglicherweise
iiber die epithelio-mesenchymale Transformation (EMT) mdglich. Dieser Hypothese
liegt zugrunde, dass Epithelzellen zu Mesenchymzellen transformieren und umgekehrt.
Dabei besitzen Mesenchymzellen die Fahigkeit, durch die ECM zu migrieren, um
zelluldre Transpositionen einzunehmen (Hay 1995). AnschlieBend wird gebildetes,
ungewolltes Epithel wieder abgebaut (Hay 1995). Bei diesen Vorgéngen aktivieren die
Zellen mesenchymale Gene und deaktivieren epitheliale, so dass sie aufgrund ihrer nun

erlangten Motilitdt iiber die Actinrinde mit der ECM kommunizieren. Umgekehrt
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reaktivieren primdre Mesenchymzellen regulatorische epitheliale Gene, wie

E-Cadherin, und exprimieren wieder ihre apikal-basale Polaritit (Hay 1995).

Die Adhésionsbereitschaft der humanen epithelialen RL95-2-Zellen fiir humanen
Trophoblast ist abhingig von einem intakten, nicht-polarisierten Actin-Zytoskelett,
apikal lokalisierten Integrinen, die an Actin gebunden sind, sowie von Kalziumsignalen
an der freien Oberfliche (Thie et al. 1997). Nicht gebundene Integrine sind jedoch
diffus tiber die Zelloberflache verteilt und stehen nicht mit dem Actin-Zytoskelett in
Verbindung (Ubersicht Schoenwaelder et al. 1999).

1.3.1.2 Actin-bindende Proteine und fokale Adhdsionskontakte

Die actinbindenden Proteine heften sich an Actinfilamente und beeinflussen so ihre
Eigenschaften und Funktionen. Sie sind ebenso wie Actin hauptséchlich in der Zellrinde
unter der Plasmamembran lokalisiert. Die Zellrinde sorgt fiir die mechanische Stabilitit
von Eukaryotenzellen und ermoglicht Phagozytose, Zytokinese und Fortbewegung

(Alberts et al. 1999).

Quervernetzende Proteine mit unterschiedlichen Eigenschaften organisieren bestimmte
Actin-Anordnungen. Man unterscheidet hier Bilindelungsproteine, wie Fimbrin und o-
Actinin sowie gelbildende Proteine, wie Filamin. Biindelungsproteine koppeln die
Actin-Filamente in Parallelanordnung, so dass parallele Biindel entstehen. Solche
Biindel bilden Fokalkontakte, das heif3t Stellen, an denen die ZellauBenseite eng an die
extrazellulire Matrix (ECM) angeheftet ist. Thre wichtigsten Transmembran-
Verbindungsproteine sind die Integrine, deren &duflere Domédne, wie oben bereits
beschrieben, an die ECM bindet. Die zytoplasmatische Verbindung wird iiber
Anheftungsproteine, zum Beispiel Talin, an die B-Kette des Integrins gewihrleistet.
Talin bindet seinerseits an Vinculin, das sich dann wiederum mit a-Actinin
zusammenlagert und so an ein Actinfilament gekoppelt wird (Alberts et al.1999).
Abhidngig von der Konformation des Actin-Zytoskelettes und der Akkumulation von
assoziierten Proteinen kommt es zu einer Zusammenlagerung von nicht gebundenen

Integrinen in fokalen Adhisionen (Ubersicht Schoenwaelder et al. 1999).

17



Fokalkontakte dienen jedoch nicht nur zur Verankerung, sondern iibertragen ebenso
Signale der ECM an das Zytoskelett. Dabei spielen in den Fokalkontakten lokalisierte
und im src-Gen codierte Tyrosin-Kinasen eine Rolle. Sie phosphorylieren verschiedene
Proteine, darunter auch Bestandteile des Zytoskeletts. Auf diesem Wege regulieren sie
daher Uberleben, Wachstum, Morphologie sowie die Bewegung und Differenzierung
von Zellen als Reaktion auf die umgebende ECM (Alberts et al. 1999).

In diesem Zusammenhang zeigten Geiger et al. (1995) in ihrer Ubersicht die bestehende
Verzahnung von integrinvermittelter Signalwirkung iiber sogenannte ,,Submembrane
plaques of microfilament-bound adhesions® auf, eine spezielle Doméine von
sogenannten Adhdrenz-Verbindungen. Dahinter verbergen sich Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adhérenz-Verbindungen. Diese stehen mit Mikrofilamenten in Verbindung und
bestehen an ihrer zytoskeletalen Domédne aus Actinbiindeln, die vermutlich fiir ihre
mechanische Eigenschaften verantwortlich sind. Solche Plaques sind physiologischer-
weise an der Membran-Mikrofilament-Grenze angeordnet, so dass man eine Beteiligung
an der Verbindung von Membran und Zytoskelett vermutet. Zu ihrer Familie gehoren
nach Vuori (Ubersicht 1998) auBerdem fokale Adhisionskomplexe, in denen Vinculin
und Talin nachgewiesen werden konnte. Hauptrezeptoren flir diese Signaliibermittler
sind einmal mehr die Integrine (sieche oben). ,,Focal Adhesions* sind ebenso bei Vuori
(1998) Gegenstand der Diskussion: Auch in diesem Uberblick wird ihre besondere
Bedeutung als Integrinligand und damit verbundener weitreichender Aktivierung von
biologischen Prozessen, Vernetzung der Zelle mit der extrazelluldren Matrix, Anderung
von intrazellulirem pH-Wert und Ca’"-Gehalt sowie des Fettstoffwechsels und der
Genexpression und schlieBlich der Aktivierung von Proteinkinasen hervorgehoben. Sie
sind also duBerst wichtige Signaliibermittler. Clark et al. (1998) fanden heraus, dass bei
der Adhédsion von Ratl-Zellen eine Bindung an das ECM Protein Fibronektin stattfindet
und sich fokale Komplexe bilden. Einhergehend damit kann eine von Rho und GTPasen
unabhingige Phosphorylierung der fokalen Adhédsionskinase (FAK) beobachtet werden.
Nachfolgende Phoshorylierungen sind jedoch von Rho abhingig, was auch fiir die
Bildung von groflen fokalen Adhdsionskomplexen mit von ihnen ausgehenden Actin

Stressfibern gilt (Clark et al. 1998).
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1.3.1.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli sind lange, steife Polymere aus Tubulin-Molekiilen. Dabei sind mindestens
sechs Formen von a- und B-Tubulin bekannt, die jeweils von einem eigenen Gen codiert
werden. Strukturell stellen Mikrotubuli ein zylinderformiges Gebilde dar, in dem die
Tubulin-Heterodimere um einen zentralen Raum herum angeordnet sind. Es werden 13
gestreckte Protofilamente aus sich abwechselnd angeordneten a- und B-Tubulin-
Molekiilen aufgebaut. Diese Filamente lagern sich daher parallel zu Mikrutubuli
zusammen, so dass der ganze Mikrotubulus ebenso polar ist. Wie bei Actin liegen auch
hier ein schnell wachsendes Plus- und ein langsam wachsendes Minus-Ende vor. Eine
weitere Parallele zu Actin ist die Koordination mit assoziierten Proteinen; in diesem Fall
sind es die sogenannten MAP, Mikrotubuli assoziierten Proteine, die die labilen
Mikrotubuli vor dem Zerfall schiitzen und die Wechselwirkung mit weiteren
Zellbestandteilen vermitteln. Die dynamische Instabilitdt der Mikrotubuli ist wichtig fiir
thre Aufgabenerfiillung und wird durch GTP-Hydrolyse gewihrleistet. Mikrotubuli
erstrecken sich liber das Zytoplasma und steuern die Lage der Membran-umbhiillten

Organellen und auch anderer Zellbestandteile (Alberts et al. 1999).

1.3.1.3 Intermedidrfilamente

Der Aufbau der Intermedidrfilamente (IF) stellt sich durch einen aminoterminalen Kopf,
einen carboxyterminalen Schwanz und einer stabféormigen Domine in der Mitte dar,
wobei diese Mitte durch die Struktur einer o-Helix charakterisiert ist.
Intermediérfilamente sind widerstandsfahige, langlebige Proteinfasern, die bei fast allen
tierischen Zellen im Zytoplasma vorliegen (Alberts et al. 1999). Sie stellen ein
dynamisches, strukturelles Netzwerk in eukaryotischen Zellen dar. Durch ihre
Anordnung verleihen auch sie den Zellen und Geweben mechanische Stabilitdt. Dabei
umgeben sie nicht nur den Zellkern, sondern sind ebenfalls Bestandteil der Kernlamina,
die direkt unter der Kernmembran liegt. Ferner erstrecken sie sich bis nach auflen zur
Zellperipherie und stehen so mit der Plasmamembran in Verbindung (Foisner 1997,
Alberts et al. 1999). Thr Name stammt daher, dass ihr Durchmesser mit 8 bis 10 nm

genau zwischem dem der Actin- und Myosinfilamente liegt. Es werden drei Gruppen
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Intermedidrfilamente unterschieden: 1. Keratinfilamente, die an spezialisierten
Zellverbindungen (Desmosomen und Hemidesmosomen) beteiligt sind, 2. Vimentin und
Vimentin-dhnliche Filamente, die in Mesoderm-abstammenden Zellen wie Fibroblasten
und Endothelzellen vorkommen, und 3. Neurofilamente in Nervenzellen (Alberts et al.
1999). Die Funktionen der Intermedidrfilamente werden einmal durch ihre
mechanischen, aber auch durch ihre dynamischen Eigenschaften vermittelt. Dabei
spielen Proteinphosphorylierung (Chou et al. 1997; Inagaki et al. 1997) und die
IF-assoziierten Proteine (IFAPs) eine grofe Rolle bei der Organisation des
Intermediarfilamenten-Netzwerkes, da sie die IF untereinander und mit anderen
Zytoskelettbestandteilen (zum Beispiel Actin-Mikrofilamente) verbinden (Chou et al.
1997).

1.4 Die extrazelluldre Matrix (ECM)

1.4.1 Zusammensetzung der ECM und ihre Funktion

Die extrazelluldre Matrix umgibt oder unterlegt Epithelien und die meisten organisierten
Zellgruppen, wie zum Beispiel Muskeln. Sie setzt sich aus Kollagenfibern,

Proteoglykanen und Multiadhésionsproteinen zusammen (Lodish et al. 2001).

Kollagene sind die Hauptgruppe der unloslichen Faserproteine der ECM und des
Bindegewebes und die am weitesten verbreiteten und am héufigsten vorkommenden
Proteine im Tierreich. Es gibt 16 verschiedene Typen, wobei sich 80 bis 90 % der im
Korper vorkommenden Kollagene aus den Typen I, II und III zusammensetzen. Alle
Kollagene zeichnen sich durch Glycin, Prolin und Hydroyxprolin-Sequenzen aus, die
sich stindig wiederholen. Sie bilden eine charakteristische Tripelhelixstruktur und
lagern sich zu langen, diinnen Fibrillen zusammen. Typ IV hingegen bildet ein

zweidimensionales Netzwerk in der Basallamina aus (Lodish et al. 2001).

Proteoglykane findet man in allen Bindegeweben und in jeder ECM und gehoren zur
Gruppe der 16slichen Proteine der ECM. Sie weisen einen hohen Gehalt an geladenen
Polysacchariden auf und sind daher stark hydratisiert; diese Struktur formt das Volumen
der ECM. AuBerdem erlauben sie die Diffusion von kleinen Molekiilen zwischen den

Zellen und Geweben (Lodish et al. 2001).
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Fibronektine, die zur Gruppe der Multiadhdsionsproteine gehoren, sorgen fiir die
Anheftung der Zellen an die ECM, die Kollagenfibrillen vom Typ I, II, IIl und V
enthalten. Sie beeinflussen die Zellgestalt und die Anordnung des Zytoskeletts.
Wihrend der Embryogenese sind sie an der Wanderung und Differenzierung zahlreicher
Zellarten beteiligt und fordern aulerdem die Wundheilung. Thr Aufbau besteht aus zwei
dhnlichen Polypeptiden, die iliber zwei Disulfidbriicken verbunden sind. Jede Kette ist
60 - 70 nm lang und 2 - 3 nm dick. Mindestens 20 verschiedene Fibronektine sind
bekannt, die hochaffine Bindungsstellen fiir Kollagen und andere Matrixbestandteile

sowie bestimmte Integrine aufweisen (Lodish et al. 2001).

Multiadhdsionsproteine binden an Zelloberflaichenrezeptoren und stellen lange, flexible
Molekiile dar, deren Hauptaufgabe zum einen die Anheftung von Zellen an die ECM
darstellt. Zum anderen spielen sie eine Rolle bei der Einleitung von zelluldren
Antworten durch klassische Signaliibertragungswege und sind damit bedeutsam fiir die
Festlegung der Anordnung anderer Matrixbestandteile sowie fiir die Regulation der
Anheftung von Zellen an die Matrix, der Zellwanderung und der Zellgestalt (Lodish et
al. 2001).

Die ECM fungiert also als Koordinator der verschiedenen zelluldren Funktionen
innerhalb der Gewebe und sorgt fiir den Zusammenbhalt der Zellen. Auerdem stellt sie
eine Grundlage fiir die Wanderung von Zellen dar. Weiterhin sind einige ihrer Molekiile
an der Aktivierung von Signaliibertragungswegen beteiligt, wodurch sie Zellwachstum,
Zellteilung und auch Genexpression regeln. Diese Effekte werden iiber
membrangebundene Zelladhidsionsmolekiile (CAMs) vermittelt, zu denen die Integrine
und Cadherine gehdren. Sie binden sich direkt an Matrixbestandteile oder an das

Zytoskelett (Lodish et al. 2001).

1.4.2 Die ECM der Trophoblastriesenzellen

In frithen Stadien der bovinen Plazenta findet man eine homogene Lamininfarbung der
TGC. Laminin ist wesentlicher Bestandteil der Basalmembranen von Epithelien und
Endothelien und wird von TGC fiir ihre Migrationsfahigkeit benétigt. Daher verwundert
es nicht, dass man die dazugehorigen Integrinuntereinheiten, as und B;, im Plazentom

ebenfalls an der Basalmembran von Epithelien und Endothelien findet (Hirsch 2000).
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1.5 Zielsetzung der Studie

Aufgrund der Bedeutung des Zytoskelettes in zellkontaktabhéngigen Signalketten und
den damit verbundenen Zytoskelettverdnderungen soll anhand der Immunogold-
Methode mit anschlieBender Silberverstirkung und des Immunoperoxidase / DAB
Nachweisverfahrens sowohl licht- als auch transmissionselektronenmikroskopisch der
Nachweis liber die Lokalisation von Actin und seinen assoziierten Proteinen a-Actinin
und Vinculin an den verschiedenen Zellpopulationen der epitheliochorialen Rinder-
plazenta gefiihrt werden. Zum Nachweis der Signalkette von Integrin-vermittelter
Kinasenphosphorylierung soll anhand der gleichen Methoden das Vorkommen von

phosphorylierter mitogen aktivierter Proteinkinase (pMAPK) untersucht werden.

Die Ergebnisse werden im Zusammenhang mit der ,,beschrinkten Trophoblastinvasion®

der Rinderplazenta diskutiert.
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I1I. Material und Methoden

2.1 Material

Die Plazentome wurden von 9 milchbetonten Zweinutzungsrindern unmittelbar nach der
Schlachtung auf dem Schlachthof Gieen gewonnen. Dabei sind die Gravidititsstadien
der einzelnen Kiihe durch Ausmessen der Scheitel-Stei-Linge der Feten nach

Habermehl (1975) bestimmt worden (siehe Tabellen 2, 3).

Alter Gewicht
der SSL in Auftreten der Korperliche
Monats- . Plazenta
Frucht cm Behaarung Entwicklung
ende .
in kg
Anlage
. vorhanden,
1 0002 |08-22 ; Kopf ‘gﬁeﬁgg:?aﬁen mikrovillire
Adhiésion ab 20.
Tag p. i.
Plazentation im
Klauenanlage erkennbar,
0,01- Gange,
2. 5,3 - Gaumenspalte und .
0,03 . . . linsengrof3e
Brustbein schlielen sich
Kotyledonen
Hodensack, Euteranlage, | Plazentare Ver-
0,17- .
3. 0.30 13 - Magenabteilungen ankerung
’ erkennbar vollstindig
4 0.8-1 245 Feine Haare am Klauen abgesetzt und gelb Plazentome
’ i ’ Augenbogen gefirbt 6,5:3,5:2,0cm
. Zitzen bilden sich aus,
An Augenbogen, Kinn, . Plazentome
5. 1-3 32,5 Liopen Hoden treten in den 75.40:25cm
pp Hodensack T
An Augenbogen, Kinn,
6 3.8 45 Lippen, Augenlidern, Plazentome
’ ) Ohrrand, Hornstellen, 8,0:45:2,5cm
Schwanzspitze
An Extremititen bis an Plazentome
7. 8-15 56 Karpal- und 11.0: 5.0:2.8 em
Tarsalgelenke
Vollstdndig, aber kurz Alle Organe angelegt,
8 15-25 69 behaart, Bauch- und fortschreitendes Plazentome
’ Nabelhaar kurz und 11,0: 6,0:3,5 cm
.. Wachstum
diinn
Behaarung wird langer Plazentome
9. 30-45 81 und vollstdndiger, auch 14.0: 6.5:4.5 cm
an Hautnabel und Bauch T

Tabelle 2: Wachstum und Altersbestimmung beim Rinderfetus (erstellt nach
Habermehl, 1975)
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Material und Methoden

2.1.1 Entnahme und Fixierung der Proben

Die graviden Uteri wurden in der Schlachtkette zusammen mit anhingenden
Bauchorganen entnommen, die zur weiteren Verarbeitung gelangten. Nach Eroffnung
der Uteri entlang der Curvatura major wurden Plazentome an unterschiedlichen
Lokalititen exzidiert. Um eine Trennung von fetalem und maternalem Gewebe soweit
moglich zu vermeiden, musste auf besonders sorgfiltige Behandlung geachtet werden:
Es erfolgten Anschnitte der Plazentome im Abstand von etwa 1 cm (Radiérlinien in
Ubersicht 3), um damit die Immersionsfixation in 3 %igem gepuffertem Paraform-
aldehyd oder 3 %igem gepuffertem Paraformaldehyd mit Zusatz von 0,1 % Glutar-
aldehyd zu erleichtern. Versuchsweise wurde auch eine Perfusionsfixation mit den
gleichen Fixantien durchgefiihrt. Dies fiihrte jedoch meistens zur Trennung der beiden
Gewebeanteile. Nach 30 min wurden aus den so fixierten Plazentomen Stiicke mit einer
GroBe von circa 0,5 cm bis 1 cm Lénge x 0,3 cm Breite x 0,3 cm Tiefe herausge-
schnitten, die in frisch angesetzten Losungen der oben genannten Fixantien fiir weitere
2 h nachfixiert wurden. AnschlieBend erfolgte die Spiilung der Plazentomstiicke in
phosphatgepufferter (Koch-)Salzlosung (PBS) fiir dreimal 45 min. Einige Proben
wurden zur Vorbereitung fiir das Peroxidasenachweisverfahren im Anschluss an die
PBS-Spiilung iiber Nacht in 18 %-ige Saccharose-PBS-Ldsung verbracht und am
ndchsten Tag nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff (N;) bei -80 ° C gelagert.

Rind SSL ‘des Fetus | Gravidititsstadium | Geschlecht | Einfrier- Einbettung
(in cm) (Monate) Fetus methode
1 17 3-4 w N, LR-White
2 20,5 3-4 m N, LR-White
3 23,5 4-5 m N, LR-White
4 23,5 4-5 w N, Epon, LR-White
5 41,7 5-6 m N, Epon, LR-White
6 47 5-6 w N, Epon (PE)
7 83,6 9 m N, Epon, LR-White
8 90,0 9 m - Epon (PE)
9 91 9 m N, Epon, LR-White

Tabelle 3: Verwendete Proben [m/w minnlich / weiblich, N, fliissiger Stickstoff,
PE Preembedding]
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Plazentomstiel

Chorion mit
Zottenbiischel

Ubersicht 3: Rinderplazentom mit markierter Schnittfithrung (modifiziert
nach Schnorr und Kressin (2001))

2.2 Methoden

2.2.1 Immunogold-Methode

Die Immunogold-Methode stellt ein immunhistochemisches Nachweisverfahren fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie dar, bei dem der an das Epitop gebundene
Primédrantikdrper durch goldkonjugierte Sekunddrantikdrper sichtbar gemacht wird.
Abhingig von der Grofle der Goldpartikel (6, 10, 15 und 25 nm im Durchmesser sowie
ultra-small, d. h. < 0,8 nm) kann eine anschlieBende Silberverstirkung notwendig sein.
Je nach Verwendungszweck, Epitop oder Primirantikoérper, werden verschiedene
GoldpartikelgroBen angewandt. Die Vorteile der ultra-small Goldpartikel liegen darin,
dass ihr Eindringvermégen in das Gewebe oder die Zelle aufgrund ihrer Grofe
wesentlich hoher ist und sie dem hydrodynamischen Widerstand, gebildet durch
Wasser-Dipole, besser widerstehen, da sie weniger Angriffsfliche fiir Interaktionen
bieten (Ubersicht 4). AuBerdem kénnen mehr Goldpartikel pro Primérantikorper

gebunden werden.
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Material und Methoden
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Ultra small Goldpartikel:

Eelativ klein mit gering strukturiertem
Wassermantel

= ®
WWasserdipol Gol datom
Ubersicht 4: Schematische Darstellung eines ultra-small Goldpartikels mit

Wasserumlagerung (mit freundlicher Genehmigung der Firma AURION®)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Protokolle und Reagenzien der Firma Aurion®(siehe
Abschnitte 2.3 und 2.3.1) verwendet, die auch fiir den lichtmikroskopischen Einsatz der
Immunogold-Methode, mit ultra-small Goldpartikeln, mit anschlieBender Silberver-
starkung geeignet sind. Eine erste Verwendung erfolgte an Kryoschnitten, um eine
Kreuzreaktion der Antikdrper mit Zellen der Rinderplazenta zu ermitteln und
grundsitzliche Aussagen zur Lokalisation zu erheben. Bei positivem Ergebnis schloss
sich die Immunogold-Methode mit Silberverstirkung auf transmissionselektronen-
mikroskopischer (TEM) Ebene an, um eine exakte Lokalisation der Proteine und
Kinasen zu ermoglichen. Die Verifizierung aller so ermittelten Ergebnisse erfolgte
anhand einer Immunoperoxidasefarbung mit dem Chromogen 3,3 -Diaminobenzidine
tetrahydrochlorid (DAB) im Preembeddingverfahren auf TEM-Ebene. Das
Immunoperoxidase / DAB Verfahren wurde anhand eines Protokolls des Institutes fiir
Anatomie der Justus-Liebig-Universitit Gieen, Abteilung Prof. Dr. Kummer,

durchgefiihrt.
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Material und Methoden

2.2.2 Kryostatschnitte und Vorbereitung zur Immunhistochemie auf LM-Ebene

Zur Evaluierung der Antikorper (sieche Tabelle 4) wurden zunéchst Gefrierschnitte von
tiefgefrorenen Proben angefertigt. Die Plazentome wurden in Stiicke von etwa 2x1x1
cm geschnitten und mit Tissue-Tec®-Gewebekleber auf dem Objekthalter des Kryotoms
(Reichert und Jung®-Kryostat) befestigt. AnschlieBend wurden bei einer Temperatur
von — 20° C circa 12 um (fiir das Preembedding-Verfahren circa 50 um) dicke Schnitte
angefertigt, die einzeln auf je einen Chrom-Alaun-beschichteten Objekttrager

aufgezogen wurden.

Im Anschluss wurden die Schnitte circa eine Stunde bei Raumtemperatur luftgetrocknet.
Die trockenen Schnitte wurden parallel auf drei verschiedene Arten fixiert: 1. mit
Aceton-Methanol (70:30) tiber 10 Sekunden, 2. mit 3 % Paraformaldehyd und 3. mit
dem Gemisch von 3 % Paraformaldehyd und 0,1 % Glutaraldehyd jeweils eine Stunde.
Im Folgenden wurde nach dreimaliger Spiilung mit PBS fiir je 5 Minuten nach dem
der Firma Aurion® 2.3 und Anhang) fiir die

Versuchsprotokoll (siehe

lichtmikroskopische Immunogold-Methode mit anschlieBender Silberverstirkung am

Kryoschnitt verfahren.

Antikorper Isotyp Herkunft Klon Hersteller | Verdiinnung
Anti-Actin monoklonal | IgG1 | Maus C4 Chemicon® | 1:800
Anti-g-Actinin | monoklonal | IgM | Maus BM-75.2 |Sigma® 1:800
Anti-human- monoklonal | IgG1 | Maus HVIN-1 Sigma® 1:800
Vinculin
Monoclonal Anti- | monoklonal | IgG1 | Maus MAPK-YT | Sigma® 1:800
MAP Kinase,
activated
(Disphosporylated
ERK-1 & 2

Tabelle 4: Details der verwendeten Primérantikdrper
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2.2.3 Ultramikrotomie und Vorbereitung fiir die Immunfirbung auf TEM-Ebene

Zur weiteren Verarbeitung der Proben fiir das elektronenmikroskopische ,,Post-
embedding®“-Verfahren wurden diese in aufsteigender Alkoholreihe je 10 min in 30-,
40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 96- und dreimal in 100-prozentigem Alkohol dehydriert. Es
schloB sich die Vorinkubation in Epongemisch, LR-White oder Unicryl und schlieBlich
die Inkubation iiber Nacht in reinem Epon, LR-White oder Unicryl, an. Nach erneutem
Wechsel des fliissigen Kunststoffes und Ausbettung in  Gummi-Probengefilie
beziehungsweise Gelatinekapseln erfolgte die Polymerisierung bei Verwendung von
Epon fiir 12 bis 16 Stunden im Wiarmeschrank bei 60°C, bei LR-White im Kiihlschrank
bei 4°C unter UV-Licht fiir 48 bis 72 Stunden, bei Unicryl im Gefrierschrank bei —20°C
unter UV-Licht fiir 4 Tage.

Nach dem Trimmen der eingebetteten Materialblocke wurden 0,5 bis 1 um dicke
Semidiinnschnitte am Glasmesser des Reichert Ultracut S/FC S von Leica® mit Aqua
bidest. angefertigt. Nach Trocknung der Schnitte auf unbeschichteten Objekttrigern bei
60° C wurden diese anschlieBend mit Richardson-Blau eingefdarbt und lichtmikros-
kopisch untersucht, um geeignete Stellen im Gewebe zur weiteren Untersuchung
auszuwéhlen. Dadurch konnte der Block nun, reduziert auf die zu untersuchende Stelle
in feto-maternalen Bezirken, neu zugeschnitten werden. Die Anfertigung von Ultra-
Diinnschnitten mit einer Stirke von 60 bis 90 nm erfolgte am Diamant-Messer
wiederum am Reichert Ultracut S/FC S von Leica® Die auf Aqua bidest.
schwimmenden Schnitte wurden durch Dariiberhalten eines mit Chloroform getréankten
Filterpapiers gestreckt und mittels einer Drahtdse im Tropfen auf die Netze aufgetragen,
die zuvor in Chloroform gereinigt und mit 2 % Collodion in Amyl-Azetat beschichtet
wurden. Abhédngig von der Schnittgrof8e wurden je 5 bis 10 Schnitte auf ein 100-Grid-
Nickelnetz beim Postembedding- oder 100-Grid-Kupfernetze beim Preembedding-
Verfahren verbracht und iiber Nacht auf Filterpapier getrocknet.
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2.3 Protokolle

A) Immunogold-Methode mit Silberverstirkung fiir die Lichtmikroskopie

10.

11.

12

B)

Fixierung des nativen 12 pm-Gefrierschnittes fiir 10 sec im 70:30 Aceton-
Methanol-Gemisch und fiir je eine h mit 3 % Paraformaldehyd sowie 3 %
Paraformaldehyd und 0,1 Glutaraldehyd

Spiilung 3 x 5 min in PBS

Aldehydgruppenblockierung mit 0,1 % Natriumborohydrid (NaBHy) in PBS fiir 10
min bei Raumtemperatur (RT)

Proteinblock gegen die Spezies, aus der der Sekundirantikorper stammt:
Aurion® Blocking-solution fiir 30 min RT

Waschen 3 x 10 min. in BSA-c-Puffer

Inkubation mit dem Primérantikdrper (Ansatz in BSA-c-Puffer) iiber Nacht bei
4°C

Goldapplikation je nach Antikorper mit ,,Goat-anti-Rabbit (GAR)* oder ,,Goat-anti-
Mouse* (GAM) 1:100 fiir mindestens 4 h bei RT oder tiber Nacht bei 4 ° C

6 x 5 min Spiilung mit Aurion® BSA-c-Puffer, 3 x 5 min Spiilung mit PBS und
Nachfixation mit 2 % Glutaraldehyd in PBS fiir 8 bis 10 min bei RT

Spiilung 1 x 5 min PBS und 5 x 2 min in Aqua dest. bei RT

Verstirkung des Signals durch Silber fiir 20-30 min, anschlieBend Spiilung
5 x 2 min in Aqua dest. bei RT

Gegenfarbung mit Himatoxylin, Blduen fiir 10 min unter flieBend kaltem Wasser

. Eindeckelung mit Vitro Clud®

Immunogold-Methode mit Silberverstirkung fiir die Elektronenmikroskopie:

1. Preembedding

1. Fixierung der Plazentagewebeproben in 3 % Paraformaldehyd fiir 1 h

2.3 x 5 min Spiilung in PBS

Schritt 1 und 2 nur bei nativem, schockgefrorenem Gewebe,; bei perfusions-
beziehungsweise immersionsfixiertem Gewebe direkt mit Schritt 3 beginnen
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. Aldehydgruppenblockierung mit 0,1 % NaBH4in PBS fiir 15 min
. Waschen 2 x 5 min in PBS

. Proteinblockierung gegen die Spezies, aus der der Sekundérantikorper kommt:

Aurion® Blocking-solution fiir 30 bis 60 min bei RT

. Waschen 3 x 10 min in BSA-c-Puffer

. Primédrer Antikorper (Ansatz in BSA-c-Puffer) tiber Nacht bei 4 ° C

. Waschen 6 x 10 min in BSA-c-Puffer

. Goldinkubation (mit ultra small [< 0,8 nm] Goldpartikeln) 1:50 (Ansatz in BSA-c-

Puffer) mindestens 4 h bei RT, jedoch besser iiber Nacht bei 4 ° C

10. Waschen 6 x 10 min in BSA-c-Puffer und 6 x 5 min in PBS und Nachfixation mit

11

2 % Glutaraldehyd fiir 30 min
. Waschen 3 x 5 min in PBS, 5 x 2 min in Aqua bidest.

12. Silberverstirkung fiir 45 min, Waschen 5x 10 min in Aqua bidest.

13.

a)

b)

&)

EPON-Einbettung

Entwésserung:

30 bis 96 %-iges reines Ethanol (EtOH) fiir je 5 min

2 x 100 %-iges reines EtOH fiir je 5 min

100 % EtOH + Xylol (1:1) fiir 5 min

Xylol pur 2 x 5 min

Xylol + Epon (1:1) fiir 30 min

Epon pur tiber Nacht bei RT

Einbettung:

Frisches Epon, Schnitte dann zwischen zwei Folien oder teflonierte Objekttriger

legen und iiber Nacht (16 h) bei 60° C im Brutschrank auspolymerisieren lassen

Immunogoldmethode fiir die Elektronenmikroskopie: 2. Postembedding

Ausgangsmaterial: Ultradiinnschnitt auf 100Grid-Nickelnetzen

1
2
3
4
5

. Aldehydgruppenblockierung mit 0,05 molarem Glycin in PBS fiir 15 min
. Proteinblockierung mit Aurion®-Blocking Solution fiir 30 min bei RT

. Waschen 3 x 10 min in BSA-c-Puffer

. Primédrer Antikorper (Ansatz in BSA-c-Puffer) {iber Nacht bei 4 ° C

. Waschen 6 x 5 min in BSA-c-Puffer bei RT

30



Material und Methoden

6. Goldinkubation 1:50 (Ansatz in BSA-c-Puffer) mindestens 4 h bei RT, jedoch besser
iiber Nacht bei 4 ° C

7. Waschen 6 x 5 min in BSA-c-Puffer und 3 x 5 min in PBS und Nachfixation mit 2 %
Glutaraldehyd fiir 5 bis 10 min bei RT

8. Waschen 1 x 5 min in PBS und 5 x 2 min in Aqua bidest.

9. Silberverstirkung fiir 25 min bei RT, anschlieend 5 x 2 min in Aqua bidest.

10. nach visueller Kontrolle im Elektronenmikroskop eventuell Kontrastierung

In Abweichung zu den angegebenen Protokollen wurde zur Reduzierung der teilweise
starken Hintergrundreaktion 0,2 % BSA-c-Puffer eingesetzt. Zusitzliche Blockierungs-
schritte zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen wurden mit 1 % und 3 %
Milchpulver sowie 1 % Ziegennormalserumzusatz in 0,1 %-igem BSA-c Puffer vor der
Primédrantikdrperinkubation durchgefiihrt. Es konnte jedoch keine nennenswerte
Verbesserung, vor allem eine Verminderung der braunen Hintergrundreaktion, erzielt
werden. Auflerdem wurden lichtmikroskopische Versuchsreihen mit 0,03 %-igem
Triton zur Permeabilisierung der Membranen nach erfolgter Proteinblockierung
durchgefiihrt, die ebenfalls nicht zu einer erhdhten Antikorperpenetration fiihrte. Beim
Preembedding-Verfahren wurde die Inkubationszeit mit den Primérantikorpern auf 2 h
bei RT reduziert. Desweiteren wurden fiir die Elektronenmikroskopie alle Puffer mit
sterilen und pyrogenfreien FP 030/3 Einmal-Filtern der Firma Schleicher & Schuell®
mit 0,2 pm Porendurchmesser filtriert. Es wurde ein Goat-Anti-Mouse (GAM) Fab'2
Sekundirantikorper (Goldkonjugat) verwendet.

D) Indirekter immunhistochemischer Nachweis durch Immunoperoxidase / DAB

Zur Vorbereitung der Immunhistologie unter Verwendung peroxidasemarkierter
Sekundérantikdrper und DAB als Substrat wurden wie unter 2.2.2 beschrieben 50 pm
dicke Gefrierschnitte angefertigt, die in Glasschilchen frei schwimmend bei
Proteinblockierung mit 10 %-igem Schweinenormalserum in PBS-NaCl-Puffer nach
folgendem Versuchsaufbau bearbeitet wurden:

1. Inkubation mit Primédrantikérper in feuchter Kammer bei RT {iber Nacht

2. 3 x 5 min Waschen in PBS-NaCl-Puffer

31



3. Inkubation mit direkt gekoppeltem Sekundir-Anti-POX-Antikorper 1:100 in PBS-
NaCl-Puffer fiir 1 h bei RT in feuchter Kammer

4. Waschen 1| x 5 min in PBS-NaCl-Puffer sowie 2 x 5 min in Tris-HCI-Puffer
(0,05 M Tris-HCI, pH 8,6)

5. DAB-Reaktion: Nickelverstarkung (25 mM): 0,2 g Nickelammoniumsulfat in 20 ml
Tris-HCI 16sen, plus 250 ul DAB-Stammlosung (10 pg/ml), davon 4 ml zur
10-miniitigen Vorinkubation ohne H,O, (30 %), Rest der Losung plus 1,2 pl H,O,
(30%) wahrend 45 min

6. Waschen 3 x 5 minTris-HCI-Puffer

7. Osmieren: 1 % Osmium (OsO4) in Aqua dest., Inkubation bei RT fiir 20 min unter
dem Abzug

8.  Waschen 3 x 5 min in 0,05 M Maleatpuffer (pH 5,2)

9. Kontrastieren: 1 % Uranylacetat in 0,05 M Maleatpuffer (pH 6,0) zentrifugiert bei
13 000 RPM fiir 10 min, Inkubation 1 h bei RT im Dunkeln

10. Waschen 3 x 5 min Maleatpuffer (pH 5,2)

11. Entwésserung: 30 bis 96 %-iges reines Ethanol (EtOH) fiir je 5 min
2 x 100 %-iges reines EtOH fiir je 5 min
100 % EtOH + Propylenoxid (1:1) fiir 5 min
Propylenoxid pur 2 x 5 min.

Propylenoxid + Epon (1:1) fiir 30 min
Epon pur tiber Nacht bei RT

12. Einbettung: Frisches Epon, Schnitte dann zwischen zwei Folien oder teflonierte

Objekttrager legen, iiber Nacht dann bei 60° C im Brutschrank auspolymerisieren

lassen.

Bei diesem Nachweissystem bindet die Sekundérantikorper-gekoppelte Peroxidase an den
seinerseits gebundenen  Primirantikorper. An ihr schligt sich das durch
Nickelammoniumsulfat verstirkte DAB nach Wasserstoffperoxid (H,O, )-Aktivierung
nieder, so dass es im Falle einer positiven Reaktion zur Entstehung eines grau-schwarzen
Reaktionsproduktes kommt. Nach der Einbettung wurden geeignete Stellen
lichtmikroskopisch ausgesucht und ausgeschnitten. Zur transmissionselektronen-
mikroskopischen Untersuchung wurden diese Stellen auf Blindblocke aufgeklebt und nach

Anfertigung von Ultradiinnschnitten (siche oben) untersucht.

32



Material und Methoden

2.4 Kontrollen

Bei der Immunogoldmethode mit anschlieBender Silberverstirkung wurden sowohl bei
licht- als auch bei elektronenmikroskopischer Anwendung bei jedem Versuch zwei
Kontrollen angefertigt: Die erste Kontrolle wurde statt mit Primdrantikérper nur mit
BSA-c-Puffer ,,inkubiert”, anschlieBend jedoch nach Protokoll (sieche oben) wie die
anderen Schnitte weiter bearbeitet. Bei der zweiten Kontrolle erfolgte ebenfalls die
BSA-c-Puffer Inkubation; zudem wurde jedoch auch auf die Applikation von ultra-
small Goldpartikeln (= Sekundérantikorper) verzichtet, um unspezifische Bindungen

des Goldes auszuschlieen. Die Silberverstiarkung wurde normal durchgefiihrt.

Die Kontrollen bei der Immunoperoxidase / DAB-Methode wurden statt mit
Primdrantikdper mit PBS-NaCl inkubiert. Im Anschluf3 erfolgte die Weiterverarbeitung

mit den anderen Schnitten wie im Protokoll angegeben.

2.5 Schnitt-Kontrastierung und Transmissionselektronenmikroskopie

Nach erstmaliger transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchung wurde in
einigen Fillen die Kontrastierung mit Uranylacetat (UOAc) und Bleicitrat
angeschlossen. Dabei reagiert Uranylacetat mit Nukleinsduren und Proteinen, Bleicitrat
hingegen sorgt fiir eine Kontrastierung von Membranen, Proteinen, Nukleinsduren und
Glykogen (Ubersicht Robinson et al. 1985). Zur Durchfiihrung wurde der LKB 2168
Ultrostainer der Firma Reichert® mit den Gebrauchslésungen Ultrostain 1 and 2 von
Leica® verwendet. Die Transmissionselektronenmikroskopie wurde am EM 109 von
Zeiss® unter Verwendung der normalen und reduzierten 70 mm-Fotopatrone

durchgefiihrt.
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2.6 Fotografie

Zur Fotografie am Elektronenmikroskop EM 109 (Carl Zeiss®) dienten KODAK® EM
Planfilme Nr. 4489, die mit KODAK® D 19 entwickelt wurden. Fiir die Bildabziige
wurde das AGFA® Brovira-Speed BN 310 RC und Brovira-Speed BH-Papier verwendet
und die Abziige im AGFA® Neutol Liquid NE Entwickler (1:9) entwickelt. Die
Erstellung der Fotoabziige wurde mit einer VergroBerung von 2,3-fach am

VergroBerungsgerit LogE D-54 (LogEtec AG®) durchgefiihrt.
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II1. Ergebnisse

3.1 Immunhistologische Darstellung der Actin-Expression

Die Fiarbung des globuldren Actins zeigt sich licht- wie auch elektronenmikroskopisch
zum einen apikal, basal und lateral in den Karunkelepithelzellen und zum anderen in
Endothelzellen des maternalen Stromas (siche Bilder A, 1, 2, 3a). Auf fetaler Seite
erfolgt der Nachweis ebenfalls apikal in den mononukledren Trophoblastzellen, wobei
hier eine gelegentlich starke Anhdufung von Actin apikal festzustellen ist (Bild A). In
den TGC zeigt sich eine durchgehend membranassoziierte Lokalisation des Actins, die
sich im Pseudopodiumbereich zu akkumulieren scheint (Bild 6). Im Zytotrophoblast
(CT) (= uninukledrer Trophoblast) konnen einige Actin-Filamentbiindel nachgewiesen
werden (Bild 4). Wie auch auf maternaler Seite erscheinen einige Endothelzellen des
fetalen Stromas positiv (Bild A und Bild 3a, b). Unterschiede in der Expression von

Actin konnten in den verschiedenen Gravidititsstadien nicht nachgewiesen werden.
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Ergebnisse

Bild A: Immunogoldverfahren mit Silberverstirkung fiir Lichtmikroskopie, ca. 180.
Tag: Braunschwarze Immunogoldfirbung apikal (weiler Stern) in den
uterinen Epithelzellen (UE), sowie positive maternale Endothelzellen
(schwarzer Pfeil) im maternalen Stroma (MS) erkennbar. Die Riesenzellen

(TGC) zeigen eine membranassoziierte Anhdufung der Reaktionskomplexe
(weiBer Pfeil).
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3.1.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der Actin-Expression

Die folgenden Abbildungen stammen von einer Probe um den 130. Trachtigkeitstag. Im
Laufe der Untersuchungen konnte in spéteren Stadien keine Expressionsdnderung von

g-Actin nachgewiesen werden, so dass auf die Darstellung verzichtet wurde.

Bild 1: Immunogoldverfahren fiir Elektronenmikroskopie, ca. 130. Tag: Actinnachweis

im uterinen Epithel (UE), apikal, lateral und geringfiigig basal, sowie in den
Endothelien (schwarzer Pfeil) des maternalen Stromas (MS). Actin zeigt sich

auBBerdem membran-assoziiert in der andockenden fetalen Riesenzelle (TGC).
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Ergebnisse

Bild 2: Immunogoldverfahren fiir Elektronenmikroskopie, ca. 130. Tag: Ubersicht
Uterusepithel (UE): Actinnachweis (schwarze Pfeile) im uterinen Epithel (UE),

apikal und lateral unterhalb der Zytoplasmamembran angeordnet. (N = Nuklei1)
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Bild 3a: Immunogoldverfahren mit Silberverstarkung fiir Elektronen-
mikroskopie, ca. 130. Tag: Detail des Basalbereiches des maternalen
Epithels aus Bild 1: Deutliche Reaktion im uterinen Epithel (UE)
(MS = Maternales Stroma)
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Bild 3b: Immunoperoxidaseverfahren, ca. 180. Tag: Vergleich der beiden
Nachweisverfahren. Detail des Basalbereiches des maternalen Epithels
aus Bild 1: Uterusepithel (UE) mit deutlicher Zellmembranreaktion
(Pfeil), jedoch diffuser als mit dem Immunogoldverfahren. Wenig

unspezifische Expression im Kern (N). (MS = Maternales Stroma)
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Ergebnisse

Bild 4: Immunogoldverfahren mit Silberverstirkung fiir Elektronenmikroskopie,
ca. 130. Tag: Ubergang Uterusepithel (UE) / Zytotrophoblast (T) mit fetalem
Mesenchym (FM) und GefaB3 (G): Actinfilamente in einer mononukledren
Trophoblastzelle (T); das Uterusepithel (UE) zeigt hier vermutlich durch die

Praparation entstandene ,,artifizielle” Vakuolen (N = Nukleus)
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Bild 5: Immunogoldverfahren mit Silberverstirkung fiir Elektronenmikroskopie, ca.
130. Tag: Ubersicht Trophoblast: Binukleire Riesenzelle (TGC) im Tropho-
blastzellverband (T) mit deutlicher membranassoziierter Actinreaktion (Pfeil-
spitze). Wiederum Actinfilamente in den mononukledren Trophoblastenzellen,

vor allem an der Kontaktstelle zur TGC (schwarze Pfeile). (N = Nuklei)
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Ergebnisse

Immunogoldverfahren mit Silberverstirkung fiir Elektronenmikroskopie, ca.

.
.

ild 6

B

130. Tag: Ubersicht TGC mit Pseudopodium im Zytotrophoblast: Anhiufung

des Actins im Pseudopodiumbereich (schwarzer Pfeil) in Wanderungsrichtung

auf das uterine Epithel. (TGC

mononukleédrer Trophoblast)

Riesenzelle, T =
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Bild 7: Immunogoldverfahren mit Silberverstiarkung fiir Elektronenmikroskopie, ca.

130. Tag: Kontrolle. Trophoblastriesenzelle (TGC) mit benachbarter uni-

nukledrer Trophblastzelle mit jeweils angeschnittenen Nuklei (N), alle ohne

elektronendichte Silberpartikel. (N = Nukleus, TGC = Riesenzelle)
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Ergebnisse

3.2 Immunhistologische Darstellung der a-Actinin-Expression

Wie bei Actin zeigt sich die Markierung von a-Actinin licht- wie auch
transmissionselektronenmikroskopisch apikal in Uterusepithel- und in mononukledren
Trophoblastzellen. Auch die membranstindige Akkumulation in den TGC tritt hier auf,
so dass man von einer Kolokalisierung sprechen kann. Im Gegensatz zu Actin kann
jedoch keine Farbung maternaler wie fetaler Endothelzellen festgestellt werden (siehe
Bild B).

Bild B: Immunogoldverfahren fiir Lichtmikroskopie, ca. 180. Tag: Braunschwarze

Silbergranula treten apikal im Uterusepithel (UE, weiller Stern) und in
mononukledren Trophoblastzellen (gepunkteter weiler Pfeil) auf. Sie sind
aullerdem an die Zytoplasmamembran der Trophoblastriesenzellen assoziiert
(schwarzer Pfeil). (MS = Maternales Stroma, FM = Fetales Mesenchym,

T = Trophoblast)
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3.2.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der a-Actinin-Expression

Bild 8: Immunoperoxidaseverfahren, ca. 180. Tag:

Uberblick Uterusepithel und subepitheliales Stroma: DAB-Reaktion deutlich im
uterinen Epithel (UE) an gerissener feto-maternaler Kontaktzone im Bereich des
Mikrovillisaums. Weniger deutliche Reaktion im Zytoplasma und einige unspe-
zifische Reaktionsprodukte in den Kernen (N). (MS= maternales Stroma mit K =

Kapillare und F = Fibrozyten)
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Ergebnisse

Bild 9: Immunoperoxidaseverfahren, ca. 180. Tag:
Ubersicht der Kontaktzone: Starkes membrangebundenes DAB-Reaktionprodukt
(gepunktete schwarze Pfeile) an gerissener feto-maternaler Kontaktzone. Zyto-
plasmatische Reaktion im Uterusepithel und einige unspezifische Reaktions-
produkte im Kern. Riesenzelle mit méBiger zytoplasmatischer Reaktion,
ebenfalls kernunspezifische Produkte erkennbar.
(M = Mitochondrien, N = Nukleus, rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum,
SG = Sekretgranula, UE = Uterusepithel, T = Trophoblast)
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3.3 Immunhistologische Darstellung der Vinculin-Expression

Lichtmikroskopisch kann im Unterschied zu den vorangegangenen Detektionen
Vinculin nur vereinzelt apikal im maternalen Epithel nachgewiesen werden (hier nicht
gezeigt) und erscheint sonst wiederum deutlich membranassoziiert in den TGC mal
apikal, mal basal an mono- und binukledren Trophoblastzellen. Ferner ist der Nachweis
sowohl in maternalen als auch fetalen Endothelzellen zu erkennen. Diese Lokalisation
kann transmissionselektronenmikroskopisch mit der Immunogoldmethode mit
anschlieBender Silberverstirkung nicht reproduziert werden, da eventuell spezifische
Reaktionen von der starken Hintergrundreaktion nicht abgegrenzt werden konnten. Dies
wird allerdings auf die Methodik zuriickgefiihrt, da mittels des Immunoperoxidase-
Verfahrens eine deutlich positive Reaktion im Zytoplasma der mononukledren

Trophoblastzellen membranassoziiert nachgewiesen werden kann.
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Ergebnisse

Bild C: Immunogoldverfahren mit Silberverstarkung fiir Lichtmikroskopie, ca. 180.

Tag: Vinculin liegt deutlich membranassoziiert in Trophoblastriesenzellen
(schwarzer Pfeil) vor. Es kann auflerdem in maternalen Endothelzellen (weiller
Pfeil) erkannt werden.

(FM = fetales Mesenchym, MS = Maternales Stroma, UE = Uterines Epithel,
T = Trophoblast)
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3.3.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der Vinculin-Expression

Bild 10: Immunoperoxidaseverfahren, ca. 180. Tag:

Deutlicher Nachweis (Pfeile) des Vinculins nahe einer Riesenzelle im
Zytoplasma einer mononukledren Trophoblastzelle. (N = Nukleus,

TGC = Riesenzelle, T = mononukleédrer Trophoblast )
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Ergebnisse

3.4 Immunhistologische Darstellung der phosphorylierten Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (pMAPK)-Expression

Lichtmikroskopisch wird die aktivierte, das heifit phosphorylierte Mitogen-aktivierte
Proteinkinase deutlich als braun-schwarze, dichte Anhdufungen iiber den Kernen vor
allem im Trophoblasten detektiert. Hier sind sowohl die mono- als auch die binukleéren
Zellen markiert. Die schwichere zytoplasmatische Reaktion wird auf das Vorkommen
der pMAPK im Zytoplasma zuriickgefiihrt. Desweiteren tritt ganz vereinzelt eine
Markierung auch in den Kernen der maternalen uterinen Epithelzellen auf. Eine
Detektion im maternalen Stroma erfolgt nicht (sieche Bild D). Der eindeutige
transmissionselektronenmikroskopische Nachweis mittels Immunogoldmethode mit
Silberverstirkung scheiterte aufgrund vieler unspezifischer Reaktionen, weswegen auf
eine Darstellung verzichtet wurde. Anhand der Immunfirbung mit dem
Immunoperoxidase / DAB-Verfahren zeigen sich jedoch sowohl in den Kernen als auch
im Zytoplasma, hier zum Teil auch membranassoziiert, des gesamten Trophoblasten
eindeutige Reaktionsprodukte. Auch bei phosphorylierten Mitogen-aktivierten Protein-
kinase konnte keine Abhéngigkeit der Expression vom Graviditdtsstadium erkannt

werden.
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Bild D: Immunogoldverfahren mit Silberverstarkung fiir Lichtmikroskopie, ca. 180.

Tag: pMAPK ist als deutliche nukledre Reaktion (schwarzer Pfeil) in Tropho-
blastzellen (T) zu erkennen. Vereinzelt findet sie sich auch in den Kernen des
Uterusepithels (UE, schwarzer Stern). (FM = fetales Mesenchym,

MS = Maternales Stroma)
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Ergebnisse

3.4.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der phosphorylierten
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (pMAPK)-Expression

Bild 11: Immunoperoxidaseverfahren, ca. 180. Tag:
Ubersicht einer binukleiren Riesenzelle (TGC): DAB-Reaktionsprodukt im

Zytoplasma, aber vor allem im Kern (siehe Pfeile) zu sehen. Der Trophoblast
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(T) weist hier keine, der interzellulire Raum eine schwache Reaktion auf, die

jedoch nicht als spezifisch zu betrachten ist.

Bild 12: Immunoperoxidaseverfahren, ca. 180. Tag:
pMAP Kinase deutlich in den Nuclei (N, Pfeile) der Riesenzelle (TGC) und
membranstidndig im Zytoplasma (ebenfalls Pfeile) zu erkennen. Im Zyto-

trophoblast (T) findet sich diese in Zytoplasma und Kern (N, Pfeile).
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IV. Diskussion

4.1 Allgemeines zu den licht- und elektronenmikroskopischen Ergebnissen

Bei den verwendeten Proben handelte es sich um Plazentome des Rindes zwischen Tag
90 und Tag 270 der Graviditit. Innerhalb dieses Zeitraumes konnten an den
verschiedenen ,,Stadien* keine qualitativen Unterschiede in den Detektionen festgestellt

werden.

4.1.1 Kritische Betrachtung der Methode

Zur Evaluierung der Funktionalitit der Antikorper wurden Kryoschnitte verwendet,
weil die zur Antikérperbindung bendtigten Epitope meist besser erhalten sind, als in
Paraffinschnitten. Zur Erhaltung des Gewebes wurde eine Schnittdicke von 12 um
gewdhlt; dennoch war teilweise eine artifizielle Trennung der fetalen Zotten

(Trophoblast) und maternalen Krypten (Karunkelepithel) nicht zu vermeiden.

Im Laufe der Vorversuche kristallisierte sich auerdem die Fixierung des Gewebes mit
3 % Paraformaldehyd fiir 1 Stunde im Vergleich zu 3 % Paraformaldehyd und 0,1 %
Glutaraldehyd fiir 1 Stunde beziehungsweise Aceton-Methanol (70:30) fiir 10 Sekunden
als beste Vorgehensweise heraus, da die Bindung der Primérantikorper, insbesondere
von Vinculin, nicht wie bei Aceton-Methanol beeintrachtigt wurde, und gleichzeitig
auch zu einer besseren morphologischen Gewebeerhaltung fiihrte. Aus den gleichen
Griinden wurde auch auf elektronenmikroskopischer Ebene der Fixierung mit 3 %
Paraformaldehyd vor 3 % Paraformaldehyd und 0,1 % Glutaraldehyd der Vorzug

gewidhrt.

Als Einbettmedium fiir die Elektronenmikroskopie wurde LR-White verwendet, da man
es fir immunhistochemische Versuche aufgrund seiner Antikorperdurchldssigkeit
sowohl im Pre- als auch im Postembedding-Verfahren anwenden kann. Es war jedoch
erheblich weicher als Epon, was gelegentlich zu Schwierigkeiten bei der Anfertigung

von Ultradiinnschnitten fiihrte. Nach Anwendung des Immunoperoxidase / DAB
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Diskussion

Verfahrens wurden die Proben jedoch wegen der besseren Verarbeitungsmoglichkeit

mit Epon eingebettet.

Die Verwendung von 0,03 %-igem Triton X zur Membranpermeabilisierung bei den
lichtmikroskopischen Versuchsreihen konnte keine Verbesserung der Reaktions-
intensitit bei den verschiedenen Antikorpern erzielen. Desweiteren zeigt sich bei einer
Konzentration von 1- und 3 %-igem Milchpulver plus 1 % Ziegennormalserum in
0,1 % BSA-c-Puffer zur Unterdriickung unspezifischer Reaktionen, dass es
insbesondere bei Actin zu keiner Primdrantikdrperbindung mehr kam. Hintergrund-
reaktionen konnten ebenfalls nicht abgeschwicht oder verhindert werden. Lediglich der
Einsatz von 0,2 %-igem BSA-c-Puffer fiihrte zu einer leichten Verbesserung der

Hintergrundreaktionen.

4.2 Das Zytoskelett und die Trophoblastmigration

Licht- wie elektronenmikroskopisch zeigt sich der Nachweis des globuldren Actins
apikal, basal und lateral in uterinen Epithelzellen und in Endothelzellen des maternalen
Stromas. Auf fetaler Seite wird es ebenso apikal in mononukledren Trophoblastzellen
und membranassoziiert, besonders in Pseudopodien der Trophoblastriesenzellen
exprimiert. Da, wie bereits erwdhnt, die TGC des Rindes in Richtung Uterusepithel
migrieren (Wimsatt 1951; Davies und Wimsatt 1966) und schlieBlich zu dreikernigen
Hybridzellen mit dem maternalen Epithel fusionieren (Wooding 1992; Klisch et al.
1999), scheinen die mechanischen Eigenschaften des Actinzytoskeletts auch bei diesem
Prozess eine Rolle zu spielen, da Anderungen in der Zellgestalt, -verankerung und
Motilitdt mit der dynamischen Reorganisation des Actin-Zytoskeletts assoziiert sind

(Ubersicht Small et al. 1999; Steven et al. 1999; Pavalko und Otey 1994).

Die Zellform ist wihrend der Entwicklung durch zytoskeletale Reorganisation
charakterisiert, die eng mit der Entstehung von Verbindungsstrukturen koordiniert ist.
Diese verbinden das Zytoskelett mit extrazelluliren Liganden durch transmembrane
Interaktionen. Dabei sind sowohl Actin als auch die Intermedidrfilamente mit Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Verbindungen assoziiert (Ubersicht Small et al. 1999). o-Actinin als

B-Untereinheitsligand fungiert als Verkniipfungsprotein und induziert Actin-Konfor-
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mationsdnderungen (Alberts et al. 1999), worin die Bedeutung der hier vorliegenden
apikalen Kolokalisation von Actin und a-Actinin sowohl im maternalen Epithel der
Karunkel als auch des Trophoblasten in der Gewihrleistung der direkten Ubertragung
der Signalwirkung iiber Integrine auf das Zytoskelett zu suchen ist. In diesem
Zusammenhang zeigt sich eine Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus humanen RL95-
2-Zellen (Thie et al. 1997), die ebenfalls eine periphere Actinrinde besitzen. Thie et al.
(1997) weisen einem unpolarisiertem Actinsystem, wie es also auch vermutlich in den
TGC der Rinderplazenta vorliegt, eine essentielle Bedeutung fiir die Adhésivitdt des
Trophoblasten zu. Im Gegensatz dazu ist diesem aber in den TGC der Rinderplazenta

wohl nur eine Bedeutung fiir das eigene Migrationsverhalten zuzusprechen.

Johnson et al. (2001) und Garlow et al. (2002) zeigen die Bildung von fokalen
Adhésionen, gebildet durch zytoskelettale Reorganisation, auf zytoplasmatischer Seite
an der Kontaktstelle zwischen 1.) immortalisierten ovinen maternalen luminalen
Epithelzellen und primiren Trophoblastzellen (Johnson et al. 2001) und 2.) an porzinen
maternalen luminalen Epithelzellen und Konzeptus-Trophoblastzellen (Garlow et al.
2002). Dabei zeigte sich, dass sich innerhalb einer Stunde nach Zugabe von
Osteopontin-beschichteten Kiigelchen zu kultivierten ovinen maternalen luminalen
Epithelzellen und primdren Trophoblastzellen intensive Talinaggregate ausbildeten.
Ahnliche Aggregate konnten an den primiren Trophoblastzellen nachgewiesen werden.
Diese fokalen Adhisionen sind das Ergebnis der Integrinaktivierung, induziert durch
Bindung an Osteopontin in der extrazelluliren Matrix und Aggregation von

zytoskelettalen Proteinen (Talin, a-Actinin) (Garlow et al. 2002).

Die Hypothese der epithelio-mesenchymalen Transformation, nach der Mesenchym-
zellen Migrationsfihigkeit durch die extrazellulire Matrix (ECM) besitzen (Ubersicht
Hay 1995), liefert dahingehend interessante Aspekte, dass sich bei embryonalen
Mesenchymzellen in der Migration das Actin apikal befindet, bei Polaritit der
Epithelzellen hingegen basal (Hay 1991). Dass bei den hier vorliegenden Ergebnissen
Actin licht- wie elektronenmikroskopisch sowohl im Uterusepithel als auch in
mononukledren Trophoblastzellen meist apikal nachgewiesen werden konnte, kdnnte
fiir eine epitheliomesenchymale Transformation sprechen. Ferner ist elektronen-

mikroskopisch jedoch auch die basale und basolaterale Anordnung von Actin deutlich
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Diskussion

zu erkennen, so dass hier offensichtlich polarisierte Uterusepithelzellen vorliegen.

Lichtmikroskopisch erscheint Vinculin teils apikal und lateral und membranassoziiert in
Trophoblastzellen, elektronenmikroskopisch kann es vor allem im Bereich der
Kontaktzone zwischen mononukledren Trophoblastzellen und TGC nachgewiesen
werden. Diese Anordnung weist einerseits auf einen Verankerungspunkt der
Trophoblastzellen untereinander, andererseits auf einen Fixationspunkt bei der
Migration und Fusion der TGC hin. An motilen Fisch-Keratinocyten konnte gezeigt
werden, dass die gebildeten fokalen Adhésionen statische vinculinhaltige Gebilde sind,
die der Anheftung dienen und mit einem feinen diagonalen Actinnetzwerk unterlegt
sind (Small et al. 1995). Auf diese Weise kann Vinculin seine Aufgabe als
,Vernetzungspunkt™ zwischen Talin, a-Actinin, Actin und der Integrin B-Untereinheit
bei der Signaliibertragung in fokalen Adhésionen wahrnehmen (Clark and Brugge 1995;
Garratt und Humphries 1995).

Im Falle von Madin-Darby bovinen Nierenzellen (MDBK) konnte von Palovuori und
Eskelinen (2000) gezeigt werden, dass Vinculin und o-Actinin nach Injektion in
konfluierende Zellen sofort in Adhédrenz- und Tight Junctions inkorporiert werden.
Fokale Adhdsionen blieben unverdndert, jedoch verschwanden Zell-Zell Kontakte
innerhalb einer Stunde nach Injektion und es entstanden 5- bis 13-kernige
Polykaryonten, die kurze Zellmembranfragmente mit injizierten Proteinen (wie Actin,
beta-Catenin etc.) enthielten. Im Gegensatz zur Fusion fiihrte die mikroinjizierte FITC-
markierte Vinculin-Kopfdoméne zur Ablosung der Zellen vom Substrat, was ihre hohe
Affinitit zu Talin vermuten ldsst (Palovuori und Eskelinen 2000). Schlussfolgernd aus
diesen Ergebnissen vermuten diese Autoren, dass ein Uberschuf an o-Actinin und
Vinculin zu einer Loslosung der Zell-Zell Adhdsionverbindungen vom intrazelluldren
Zytoskelett erfolgt und dadurch die Fragmentierung der Verbindungskomplexe und
anschlieBende Zellfusion verursacht wird (Palovuori und Eskelinen 2000). Dieser
Mechanismus konnte auch fiir die TGC der Rinderplazenta aufgrund der Lokalisation
von a-Actinin und Vinculin bei der Fusion mit dem Uterusepithel in Betracht gezogen
werden, da die migrierenden unpolarisierten TGC (Wimsatt 1951; Davies und Wimsatt
1966) eine temporire Komponente der trophektodermalen Tight junctions bilden, bis sie

schlieBlich mit dem Uterusepithel fusionieren (Wooding et al. 1980; Morgan and

57



Wooding 1993). AuBlerdem ist vermutlich eine Anhdufung von zytoplasmatischen
Proteinen (z. B. ZO-1, 2 und 3, a-Catenin, AF-6) unter den Tight junctions fiir die
Vernetzung der transmembranen Proteine (z. B. Occludin, Claudin) verantwortlich, die
wiederum eine Verbindung zu dem um die Tight junctions angeordneten
Actinzytoskelett herstellen und fiir die Ubermittlung regulatorischer Signale zur

Kontrolle der parazelluliren Barriere sorgen (Ubersicht Fanning et al. 1999).

Der invasive Trophoblast kann selbst die Freisetzung von Proteinasen steuern, die dann
die ECM degradieren; am Beispiel der Maus sind dies Serinproteinasen, Matrix
Metalloproteinasen (MMP) und Cysteinproteinasen, die auf maternaler Seite einer
Vielzahl von Inhibitoren gegeniiberstehen (Alexander et al. 1996). Das relative
Verhéltnis von MMP und ihren Gewebeinhibitoren (TIMP) ist dabei nach Canning et al.
(2001) eine wichtige Determinante der Trophoblastinvasion in den Uterus sowie der
Tumorinvasion und Metastasierung, die durch Anderungen der Sauerstoff-
konzentrationen reguliert werden. Diese Arbeitsgruppe zeigte an humanen MDA-MB
231 metastatischen Brustkrebszellen und HTR-8/Svneo Zellen einer humanen Plazenta
aus dem ersten Trimester, dass eine niedrige Sauerstoffkonzentration in vitro die
Invasivitit von Trophoblast- und Tumorzellen erhoht, und dass umgekehrt die
Unterdriickung der MMP signifikant die hypoxisch bedingte Hochregulierung der
Invasivitdt herabsetzt. Auch beim Rind wird vermutet, dass die Balance zwischen
proteolytischen Enzymen und ihren Aktivatoren und Inhibitoren offensichtlich eine
essentielle regulatorische Rolle in der Entwicklung der Plazenta spielt (Walter und Boos
2001): MMP-2 wird in der friihen Graviditit im maternalen Stroma in Septen und
Krypteneingéngen stark exprimiert, reduziert sich dann aber mit fortschreitetender
Trachtigkeit weitestgehend auf die Krypteneingdnge. Auch das diesem Areal
gegeniiberliegende Chorionepithel ist MMP-2 positiv. MMP-9 zeigt sich im
Chorionepithel mit der Ausnahme der TGC und im maternalen Epithel und Stroma. Die
Riesenzellen hingegen exprimieren liber die gesamte Graviditit TIMP-2 (Walter und
Boos 2001). Auch bei der Maus werden MMP-2 und 9 im endometrialen Stroma
wéhrend der frilhen Graviditit und der Ol-induzierten Dezidualisierung exprimiert
(Bany et al. 2000). Dieses Signal wird jedoch im Verlauf der Graviditdt zunehmend
schwédcher und ist génzlich in den Regionen verschwunden, in denen die

Dezidualisierung bereits stattgefunden hat (Bany et al. 2000). Ab dem 8. Tag der
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Graviditéit und 72 Stunden nach der Induktion der Dezidualisierung waren MMP-2 und
-9 noch hauptsichlich in der Region der nicht dezidualisierten Stromazellen, die an das
Myometrium angrenzen, nachzuweisen, in Implantations-segmenten zeigten sie sich

auBBerdem in TGC (Bany et al. 2000).

4.3 Aspekte zur phosphorylierten Mitogen-aktivierten Proteinkinase

Die phosphorylierte Mitogen-aktivierte Proteinkinase (pMAPK) ist lichtmikroskopisch
in vereinzelten Kernen des uterinen Epithels und in den Kernen aller Trophoblastzellen
nachzuweisen. Im Elektronenmikroskop kann sie wiederum im Zytoplasma und Kernen
der mononukledren Trophoblastzellen als auch im Zytoplasma der TGC, sowohl in
Membrannéhe als auch verteilt und in thren Kernen, detektiert werden. Dabei erscheint
eine Anhdufung in den Kernen als offensichtlich. Die Anwesenheit von pMAPK in
Membrannihe wurde bereits nachgewiesen (Glading et al. 2001; Howe et al. 2001).
Diese Lokalisation der ERK-1 und -2 wird als Ursache fiir die Aktivierung der
Migration von Trophoblastzellen interpretiert, da die Tyrosinphosphorylierung und
enzymatische Aktivitét iiber die Ligation von ; Integrin gesteuert scheint (Morino et al.
1995). Die vorliegenden Ergebnisse fiir die Lokalisation des Actins in den TGC der
Rinderplazenta ldsst vermuten, dass die Integritit des Actinzytoskeletts hier ebenfalls
gegeben und dadurch die durch die ERK-1 und ERK-2 gesteuerte Aktivierung der
Migration von Trophoblastzellen gewéhrleistet ist (Morino et al. 1995). Es erscheint
daher ferner moglich, dass dies der Mechanismus ist, {iber den B, Integrin an der
Migration von TGC beteiligt ist, was bereits von MacLaren und Wildemann (1995)
vermutet wurde. Howe et al. (2001) unterstreichen diese Annahme, indem sie die
Lokalisation von ERK an membran- und integrinassoziierten Stellen als potentiell
bedeutend fiir Zellausbreitung und -bewegung ansehen. Des weiteren konnten Wei et al.
(1998) an P388D1 Makrophagen nachweisen, dass eine Regulation der Aktivitit der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase durch die zytoplasmatische Doméne der og
Integrinuntereinheit  stattfindet. Interessanterweise postulieren sie in diesem
Zusammenhang die Beeinflussung der ogf;-vermittelten Migrationsfahigkeit von

P388D1 Makrophagen auf Laminin-1 (Wei et al. 1998).
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Da die Translokation der MAPK nach der Aktivierung durch Tyrosinphosphorylierung
in den Zellkern unerlisslich fiir die Signaliibertragung ist (Ubersicht Howe et al. 2001;
Glading et al. 2001), verwundert der hier vorliegende zytosolische und nukledre
Nachweis in den Trophoblastzellen nicht. Dabei wird die Regulierung der Aktivitit der
ERK auf Integrine und die GTPase Ran, der adhdsionsbedingte Austausch der ERK
zwischen Zytoplasma und Zellkern ebenfalls auf ein intaktes Actin-Zytoskelett
zuriickgefiihrt (Aplin et al. 2001). Es kann daher auch fiir das Rind angenommen
werden, dass die MAPK nicht nur als Mediator der Zellmigration sondern auch als
Regulator von Zellwachstum, Differenzierung und Genaktivierung dient (Miyamoto et
al. 1996; Chen et al. 1994). Insbesondere fiir die Aktivierung des plazentdren Laktogen-
Gens, wie bei Ratten in sich differenzierenden Trophoblastzellen nachgewiesen (Peters
et al. 2000), konnte sie eine Rolle spielen, da plazentires Laktogen in TGC des Rindes
detektiert werden konnte (Wooding 1987) und fiir die Stimulation des Fetuswachstums
und Entwicklung der Mammardriisen verantwortlich ist (Blank et al. 1977; Porter 1980;
Talamantes et al. 1980).

Eine Rolle in der Geburtseinleitung beim Rind kdnnte nach Pru et al. (2001) dem Raf-
I/MEK-1/ERK1/2 Signalweg zugeordnet werden, da er regulatorische Wirkung auf die
Prostaglandin F,, (PGF,,)-Sekretion besitzt: Nach Behandlung boviner Endometriums-
zellen mit dem MEK-1 Inhibitor PD98059 kommt es zu einer totalen Unterdriickung
der Phorbolester-induzierten Sekretion von PGF,,. Dieser Signalweg wird aulerdem in
bovinen Endometriumszellen durch Proteinkinase C (PKC)-induzierte Phosphory-
lierung von Raf-1 und anschlieBender Aktivierung von MEK-1 und ERK1/2 induziert.
Diese Autoren schlussfolgern daraus, dass der PKC-Raf-1/MEK-1/ERK1/2 Signalweg
fiir die Phorbolester-induzierte Aktivierung Sekretion von PGF,, in diesen Zellen

erforderlich ist.
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4.4 Zusammenhinge zwischen Trophoblastmigration und Tumorwachstum
beziehungsweise Metastasierung

Die Proteinprodukte klassischer Onkogene und ihre zelluliren Gegenstiicke, die mit
humanen Krebserkrankungen in Verbindung gebracht werden, beeinflussen das Actin-
Zytoskelett (Ubersicht Frame und Brunton 2002). Oncogenes Src verursacht den
Verlust von organisiertem Actin und Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Adhdsionen
(Fincham et al. 1995; Hamaguchi et al. 1993; Matsuyoshi et al. 1992). Weiterhin
verursacht die Gegenwart von einem kinase-defekten v-Src-Protein in Fibroblasten die
Stabilisation von ,,stress fibers® und ihrer assoziierten fokalen Adhéision, was in einer
verminderten Migration resultiert (Fincham und Frame 1998; Fincham et al. 2000).
Zudem werden Verbindungen zwischen den Integrin Vitronektin-Rezeptoren und Actin
in Src-defizienten Fibroblasten gestirkt, was die Rolle des Src’s bei der Auflosung von

Integrin-Actin Verbindungen widerspiegelt (Felsenfeld et al. 1999).

Die Trophoblastinvasion wédhrend der hdmochorialen Plazentation bei Mensch oder
Nagern sowie invasive Prozesse wihrend des Tumorwachstums als auch bei der
Metastasierung sind durch die Expression spezifischer Integrinrezeptoren, zum Beispiel
a3B;, charakterisiert (Damsky et al. 1994, Lohi et al. 2000). Da auch in der bovinen
Plazenta gleiche Integrine nachgewiesen werden konnten (MacLaren und Wildemann
1995; Kimmins und MacLaren 1999; Hirsch 2000, Maclntyre et al. 2002), liegt die
Vermutung nahe, dass hier dhnliche Regulationsprozesse an der Invasion und Fusion
des Trophoblastepithels mit dem Uterusepithel beteiligt sind. Desweiteren spielen bei
diesem tumordhnlichen Vordringen des Trophoblasten in das Uterusepithel wiederum
Proteinkinasen eine grofle Rolle: So zum Beispiel zeigten Ili¢ et al. (2001), dass die
membran-assoziierte pY397 FAK ein Marker fiir die Zytotrophoblastinvasion in
humanem Plazentagewebe in vivo und in vitro darstellt, weil sie nahe der Oberfldche
der Uteruswand im Zytotrophoblast detektiert werden konnte und ihre (Auto-)
Phosphorylierung eine kritische Komponente des migrations- beziehungsweise

invasionsvermittelnden Signalweges des Zytotrophoblasten zu sein scheint.
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4.5 Integrine im bovinen Reproduktionstrakt und Trophoblastmigration

a3, 06, B und o,P3 Integrine konnten im bovinen Endometrium im luminalen Epithel
anhand immunhistochemischer Nachweismethoden detektiert werden, wobei eine
zyklusabhédngige Expression von 03, o, und B3 nachgewiesen wurde (Kimmins und Mac
Laren 1999). Ferner wurde anhand der PCR-Methode die mRNA der B; und os
Untereinheiten in Rinderembryonen nachgewiesen (Mac Laren und Wildemann, 1995).
Es zeigte sich aullerdem erstens lateral und basolateral in mono- und binukledren
Trophoblastzellen und zweitens im Bereich der Basalmembran die Expression von f3;
(Mac Laren und Wildemann, 1995), wodurch eine Beteiligung von ; an der Migration
von TGC vermutet wird. Hirsch (2000) wies die Expression von a; und B; basal an
fetalen und maternalen Epithelzellen, as in TGC, a;, a; und o in maternalen sowie aj,
o, 04, 05, 0 Und P in fetalen Endothelien und o, ay, as, ag, oy, B3 und B4 im maternalen
Bindegewebe nach. Dabei konzentriert sich das Auftreten von ay, as, oy, B3 und B4 vor
allem auf die Septenspitzen, was mit der Bedeutung des Vitronektin-Rezeptors o, fiir
die Proliferation- und Differenzierungsfiahigkeit der Zellen assoziiert wird. Neueste
Untersuchungen zeigten nach MaclIntyre et al. (2002) eine Downregulation von o; im
bovinen Trophoblast nach Abschluss der Anheftungsphase, wéhrend die Expression von
as ab Tag 18 bis 24 ansteigt und auf hohem Niveau bestehen bleibt; des weiteren
exprimiert eine Subpopulation von binukledren Trophoblastzellen as. In der gleichen
Studie konnte im uterinen Epithel die kontinuierliche Expression von o3 und og
nachgewiesen werden, wohingegen a; nach Abschluss der Modifikation des luminalen
Epithels down reguliert wurde. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Fusion der
TGC mit dem maternalen Epithel eine Anderung der Integrinexpression im
subepithelialen Stroma verursacht (Maclntyre et al. 2002). Auf Grund des oben
geschilderten Vorkommens der Integrine im bovinen Reproduktionstrakt kann ihre
Beteiligung an der Regulation der Trophoblastriesenzellmigration nicht ausgeschlossen
werden, da sie als Transmembranrezeptoren vielfiltigste Einfliisse auf Zytoskelett und
Proteinkinasen besitzen (Miyamoto et al. 1995; Ubersicht: Schoenwaelder et al. 1999).
Erginzend hierzu konnten Sutherland et al. (1993) eine durch die Entwicklung
gesteuerte Regulation der Integrinexpression wéhrend der Implantation des

Mausembryo in das lamininreiche Uterusstroma nachweisen.
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VI. Zusammenfassung

Die Expression von zytoskelettalen Filamenten und ihren assoziierten Proteinen wurde
an Rindern in der zweiten Trachtigkeitshilfte (90. bis 270. Tag) mittels indirekter
immunhistochemischer Nachweisverfahren (Immunogoldmethode mit anschlieBender
Silberverstirkung und Immunoperoxidase-DAB-System) unter Verwendung mono-
klonaler Antikorper ermittelt und licht- wie auch elektronenmikroskopisch untersucht.
Hierfiir wurden Kryostatschnitte und Ultradiinnschnitte aus unterschiedlichen Bereichen
der einzelnen Plazentome angefertigt. Die Befunde wurden im Zusammenhang mit der

»eingeschriankten Trophoblastinvasion® in der Rinderplazenta diskutiert.

Globulédres Actin konnte licht- und transmissionselektronenmikroskopisch apikal und
lateral in den Epithelzellen des Endometriums und in den Endothelzellen des maternalen
Stromas nachgewiesen werden. Auf fetaler Seite wurde globuldres Actin apikal in den
mononukledren Trophoblastzellen sowie unpolar membranassoziiert mit zusétzlichen
Akkumulationen im Bereich der Pseudopodien in den TGC nachgewiesen. Auch fetale
Endothelzellen wiesen Actin auf. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass die
TGC der Rinderplazenta vermutlich ein unpolarisiertes Actinsystem ihrer peripheren
Actinrinde besitzen. Diesem wird eine essentielle Bedeutung fiir die Adhésivitit des

Trophoblasten zugeschrieben.

a-Actinin  zeigte sich licht- wie auch transmissionselektronenmikroskopisch
kolokalisiert mit Actin, das heifit apikal in Uterusepithel- und in mononukledren
Trophoblastzellen. Auch die membranstindige unpolare Akkumulation in den TGC trat
hier auf. Im Gegensatz zu Actin konnte jedoch keine Férbung maternaler wie fetaler
Endothelzellen festgestellt werden. Vermutlich fiihrt ein o-Actinin- und Vinculin-
Uberschuss vermutlich zu einer Loslosung der Zell-Zell Adhisionverbindungen vom
intrazelluldren Zytoskelett und dadurch zur Fragmentierung der Verbindungskomplexe

und anschlieBender Zellfusion.

Vinculin konnte lichtmikroskopisch im Unterschied zu den vorangegangenen
Detektionen nur vereinzelt apikal im maternalen Epithel nachgewiesen werden und

erschien ansonsten wiederum deutlich membranassoziiert in den TGC und apikal sowie
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Zusammenfassung

lateral an mononukledren Trophoblastzellen. Ferner war der Nachweis sowohl in
maternalen als auch fetalen Endothelzellen zu erkennen. Transmissionselektronen-
mikroskopisch konnte Vinculin mittels des Peroxidase/DAB-Verfahrens als eine
deutlich positive Reaktion im Zytoplasma des mononukledren Trophoblasten
membranassoziiert nachgewiesen werden. Diese Anordnung lésst einerseits auf einen
Verankerungspunkt der Trophoblastzellen untereinander, andererseits auf einen

Fixationspunkt bei der Migration und Fusion der TGC schlief3en.

Die phosphorylierte Mitogen-aktivierte Proteinkinase (pMAPK) konnte licht-
mikroskopisch deutlich als braun-schwarze, dichte Anhdufungen iiber den Kernen vor
allem im Trophoblasten detektiert werden. Hier waren sowohl die mono- als auch die
binukledren Zellen markiert. Desweiteren trat auch ganz vereinzelt eine Markierung in
den Kernen der uterinen Epithelzellen auf. Eine Detektion im maternalen Stroma
erfolgte nicht. Transmissionselektronenmikroskopisch zeigten sich im gesamten
Trophoblasten sowohl in den Kernen als auch im Zytoplasma, hier zum Teil auch
membranassoziiert, eindeutige Reaktionsprodukte. Dieses Expressionsmuster lésst
vermuten, dass die aktivierte MAPK in den Kern transloziert wurde. Diese
Translokation ist erforderlich, um die Signalwege (Inside-out Signalling) zu starten, die
zu Zellwachstum und Zellmigration, Zelldifferenzierung und Genaktivierung fiihren.
Deshalb unterstiitzt das Auftreten von aktivierter MAPK in den Kernen der bovinen
Trophoblastzellen unsere Arbeitshypothese dahingehend, dass der MAPK Signaltrans-

duktionsweg in die Regulation der Migration von Trophoblastzellen involviert ist.

Die spezifische Lokalisation von Actin, a-Actinin, Vinculin und phosporylierter MAPK
an der fetomaternalen Kontaktzone und in den TGC der Rinderplazenta ldsst darauf
schlieBen, dass die vermuteten integrinvermittelten Signaltransduktionswege stattfinden.
Deshalb ist weiterhin anzunehmen, dass zytoskelettale Bestandteile und Proteinkinasen
bei der Regulation der Migration von TGC in der Rinderplazenta interagieren und daher
auch als Modell fiir andere invasive Prozesse (zum Beispiel Tumorwachstum und

Metastasierung) dienen konnten.
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VII. Summary

Cytoskeletal filaments and their associated proteins were localized in bovine
placentomes from day 90 until near term (day 270) by indirect immunohistochemical
methods (immunogold-silver-enhancement technique and immunostaining with
peroxidase/DAB). Monoclonal antibodies against globular actin, a-actinin, vinculin and
phosphorylated mitogen activated protein kinase (pMAPK) were applied to cryosections
and ultra thin sections and investigated by light- and transmission electron microscopy.
The results were discussed in regard to the phenomenon of “restricted” trophoblast

invasion in bovine placenta.

Globular actin was detected in apical and lateral location in uterine epithelial cells and
in endothelial cells of the maternal stroma. In the fetal compartment globular actin
occurred apically in mononuclear trophoblast cells and membrane-associated in TGC.
Fetal endothelial cells were also positive. The findings suggest that bovine TGC possess
an unpolarized actin system within their peripheral actin cortex, which may play an

essential role for the adhesiveness of bovine trophoblast cells.

a-actinin was colocalised to actin in both maternal and fetal epithelial cells. In contrast
to actin, a-actinin was not found in maternal and fetal endothelial cells. It can be
assumed, that an o-actinin and vinculin (see below) overflow may detach cell-cell
adhesions from the cytoskeleton and causes fragmentation of the cell-cell connections

which will and result in cell fusions.

Lightmicroscopically, vinculin was detected apically in single uterine epithelial- and
endothelial cells and furthermore occurred distinctly membrane-associated in TGC. It
appeared also apically and lateral in mononuclear trophoblast cells and in fetal
endothelial cells. On transmission electron microscopical level vinculin showed a
membrane-associated positive reaction in the cytoplasm of mononuclear trophoblast
cells. These localisations lead to the conclusion, that vinculin may anchor the

trophoblast cells and may serve as a fixing point during migration und fusion of the

TGC.
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Summary

Phosphorylated mitogen-activated protein kinase (pMAPK) was observed lightmicros-
copically as dense nuclear clusters in both kinds of trophoblast cells and to much lesser
extent in some uterine epithelial cells. Transmission electron microscopically, the
majority of immunopositive material was detected in the nuclei of both kinds of
trophoblast cells, whereas only few accummulations were found in the cytoplasma. This
pattern clearly shows that phosphorylated (activated) MAPK has been translocated into
the nuclei. This translocation is necessary for signal transduction pathways (inside-out
signalling) leading to cell growth and migration, cell differentiation and gene activation.
Therefore nuclear localisation of activated MAPK in the bovine trophoblast cells
corroborates our working hypothesis that the MAPK pathway is involved in the

regulation of trophoblast migration.

The specific localisation of actin, a-actinin, vinculin and phosphorylated MAPK at the
feto-maternal contact interface and in TGC in the bovine placenta suggests, that the
assumed integrin-mediated signal transduction pathways may take place. Therefore it is
very likely, that cytoskeletal filaments with their associated proteins and protein kinases
cooperate in the regulation of TGC migration. This fact supports our hypothesis that the
restricted trophoblast invasion of the cow may serve as a modell for other invasive

processes like tumor growth and metastasis.
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VIII. ANHANG
8.1 Verwendete Losungen

a) Aurion®- Losungen

1. Blocking-solution (Fertigprodukt der Firma Aurion®)

2. BSA-c- Puffer 0,1 % - igpH 7,4

Fiir 500 ml : 100 ml PBS - Stamml&sung
+ 300 ml Aqua (bi-) dest.

+ 5 ml BSA-c - Losung
pH mit HC1 0,1 % - ig auf 7,4 wenn nétig einstellen
mit Aqua (bi-) dest. auf 500 ml auffiillen

3. A) Silberverstiarkung fiir Licht- und Elektronenmikroskopie
Enhancer und Developer (Fertigprodukte der Firma Aurion®) auf Raumtemperatur

erwiarmen und 1:1 ansetzen
b) Fixantien

70:30 Aceton-Methanol Gemisch
Fir 100 ml: 70 ml Aceton + 30 ml Methanol

Glutaraldehyd 2 %-ig in PBS — Gebrauchslosung (Stammlosung 20 %-ig)
1. Fiir 50 ml: 4 ml Glutaraldehyd + 46 ml PBS — Gebrauchslésung
2. Fiir 50 ml 0,1%-ig in 3 %-igem Paraformaldehyd: 0,2 ml Glutaraldehyd
+
49,8 ml Paraformaldehyd
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Anhang

Paraformaldehyd 3 %-ig in PBS - Gebrauchslosung
Fiir 100ml : 3 g Paraformaldehyd in 50 ml kochendem Aqua (bi-) dest. auflésen

Losung mit wenigen Tropfen 1 molarer NaOH kldren und abkiihlen lassen
+ 20 ml PBS - Stammlosung

pH auf 7.4 einstellen (je nachdem entweder mit HC1 0,1 % - ig oder
mit NaOH)
auf 100 ml mit Aqua (bi-) dest. auffiillen

c¢) Puffer

I. PBS-Puffer

1. PBS-Puffer pH 7,4

Gebrauchslosung: 1 Teil PBS - Stammldsung + 4 Teile Aqua (bi-) dest.

2. PBS-NaCl-Puffer pH 7,4
PBS (0,005 M): 28,75 ml Stammldsung A + 96,2 ml Stammldsung B
+ 22,4 g NaCl plus Aqua bidest. ad 5000 ml, pH auf 7,4 einstellen
Na-Cl-Konzentration: 0,48 %
Antikorperansatz mit PBS-NaCl: doppelte Salzkonzentration (0,9 %, also 44,8 g auf 5
Liter PBS)

II. Tris-HCI-Puffer

121,1 g Tris (Sigma®) als Stamml&sung ansetzen

Davon 50 ml + Aqua dest. (ad 950 ml), pH-Wert auf 8,6 mit HCI einstellen.
Dann mit Aqua dest. auf 1 Liter auffiillen.

d) Natriumborohydrid (NaBHy) 0,1 %-ig
0,1 g NaBH,4 ad 100 ml PBS — Gebrauchslosung

e) Glycin 0,05 M
0,37 Gramm auf 100 ml PBS-Puffer

f) 0,03 %-ige Triton X-Losung
21 pl Triton X auf 70 ml PBS-Puffer
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g) Richardson-Blau
Losung I (1 % Azur) + Losung II (1 % Methylenblau & 1 % Borax)

Gebrauchslosung: Ansatz beider Losungen 1:1

h) Sterile 2 % Collodion in Amyl Azetat-Losung
1 Tropfen auf eine mit Aqua bidest. gefiillte groe Petrischale geben: Diinner Folienfilm

entsteht, auf den die Netze aufgelegt werden

83



Danksagung

Meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Dr. h. c¢. Rudolf Leiser mochte ich fiir die
Uberlassung des Themas im Rahmen des Graduiertenkollegs ,,Zell-Zell-Interaktion im
Reproduktionsgeschehen* sehr herzlich danken. Seine stete Unterstiitzung,
insbesondere bei der Auswahl der Fotos, und die beeindruckend schnellen Korrekturen

dieser Arbeit waren mir eine sehr grof3e Hilfe. DANKE.

Ganz besonderer Dank gebiihrt Frau Dr. Christiane Pfarrer fiir die freundschaftliche
Zusammenarbeit, die zahlreichen Anregungen bei Poster- und Vortragsgestaltungen und
die unermiidliche Unterstiitzung und Hilfsbereitschaft. Ohne ihr groBartiges
Engagement wére meine personliche Entwicklung in den letzten zwei Jahren wohl nicht

in dieser Form vorangeschritten. DANKE.

Herzlich danken mochte ich gerne Frau Sigrid Kettner, Frau Susanne Schubert-Porth,
Frau Olga Dakischew und Frau Kathrin Wolf, aber auch allen weiteren Mitarbeitern des
Institutes fiir Veterindr-Anatomie, -Histologie und -Embryologie fiir die meist frohliche
und angenehme Arbeitsatmosphidre und ihre jederzeit gewihrte tatkréftige
Unterstiitzung und Hilfsbereitschaft bei labor- und fototechnischen Aufgaben, sowie die
zahlreichen leckeren Friihstiicksrunden und netten Uberraschungen. Im besonderen gilt
dies auch fiir meine Kollegen Frau Stefanie Hallack und Ralph Brehm, die mir nicht nur
in den Anfingen mit Rat, Tat und Material zur Seite standen und deren Freundschaft ich
heute nicht mehr missen mochte. Ein herzliches Dankeschon Frau Martina Zeiler fiir
ihre zahlreichen Anregungen, dem guten Auge beim Korrekturlesen und die tollen
Gespriche ,,am Rande der Diss“. AuBBerdem gebiihrt mein Dank Frau Tamara Fischbach
aus dem Institut fiir Anatomie und Zellbiologie der Justus-Liebig-Universitét, die mich
durch ihr technisches Know-how vor mancher Katastrophe bewahrte. Ihr alle habt mir
durch Eure kollegiale und freundschaftliche Unterstiitzung tiber manches Tief

hinweggeholfen und zum Gelingen dieser Arbeit entscheidend beigetragen. DANKE.

Desweiteren danke ich auBlerordentlich Frau Dr. Elvira Hinsch und Herrn Dr. Klaus-
Dieter Hinsch, die aufopferungsvoll unser Graduiertenkolleg leiteten und stets ein

offenes Ohr und Ratschlége fiir die Graduierten hatten. DANKE.

84



Der Deutschen Forschungsgesellschaft (DFG) danke ich sehr fiir die erteilte Férderung
des Graduiertenkollegs und der Graduierten selbst. Ohne diese wire eine Promotion fiir

mich nicht moglich gewesen. DANKE.

Meiner Familie, jedoch insbesondere meiner lieben Mutter und Andreas gilt mein
herzlichster Dank fiir die uneingeschrankte Unterstiitzung, das Verstdndnis und die
Liebe, durch die sie mich all die Jahre vorangebracht und motiviert haben. Sie haben
den grofiten Anteil am Gelingen dieser Arbeit und an meinem personlichen Erfolg.

DANKE.

85



	Inaugural-Dissertation
	CAROLA YVONNE LANG
	INHALTSVERZEICHNIS
	Abkürzungsverzeichnis
	I. Einleitung und Literaturübersicht
	1.1 Die bovine Plazenta
	1.1.1 Allgemeines zur Entwicklung und Typisierung
	1.1.2 Trophoblastinvasion in der epitheliochorialen Rinderplazenta
	1.1.3 Die haemochoriale humane Plazenta und die Trophoblastinvasion

	1.2 Integrin-gesteuerte Signalübertragung
	1.2.1 Die Integrine
	1.2.2 Die Regulierung und Funktion der Integrine
	
	
	
	Integrin




	1.2.3 Integrine und Zellmigration
	1.2.4 Integrinrezeptoren und Trophoblastinvasion
	1.2.5 Integrine und Signalübertragung durch Prot�
	1.2.5.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und ihre Funktionen


	1.3 Das Zytoskelett
	1.3.1 Das Zytoskelett
	1.3.1.1 Actin
	1.3.1.2 Actin-bindende Proteine und fokale Adhäs�
	1.3.1.2 Mikrotubuli
	1.3.1.3 Intermediärfilamente


	1.4 Die extrazelluläre Matrix \(ECM\)
	1.4.1 Zusammensetzung der ECM und ihre Funktion
	1.4.2 Die ECM der Trophoblastriesenzellen

	1.5 Zielsetzung der Studie

	II. Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Entnahme und Fixierung der Proben

	2.2 Methoden
	2.2.1 Immunogold-Methode
	2.2.2 Kryostatschnitte und Vorbereitung zur Immunhistochemie auf LM-Ebene
	2.2.3 Ultramikrotomie und Vorbereitung für die I�

	2.3 Protokolle
	2.4 Kontrollen
	2.5 Schnitt-Kontrastierung und Transmissionselektronenmikroskopie
	2.6 Fotografie

	III. Ergebnisse
	3.1 Immunhistologische Darstellung der Actin-Expression
	3.1.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der Actin-Expression
	3.2 Immunhistologische Darstellung der a-Actinin-Expression
	3.2.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der a-Actinin-Expression
	3.3 Immunhistologische Darstellung der Vinculin-Expression
	3.4 Immunhistologische Darstellung der phosphorylierten Mitogen-aktivierten Proteinkinase (pMAPK)-Expression
	3.4.1 Immunelektronenmikroskopische Darstellung der phosphorylierten �Mitogen-aktivierten Proteinkinase (pMAPK)-Expression

	IV. Diskussion
	4.1 Allgemeines zu den licht- und elektronenmikroskopischen Ergebnissen
	4.1.1 Kritische Betrachtung der Methode

	4.2 Das Zytoskelett und die Trophoblastmigration
	4.3 Aspekte zur phosphorylierten Mitogen-aktivierten Proteinkinase
	4.4 Zusammenhänge zwischen Trophoblastmigration �
	4.5 Integrine im bovinen Reproduktionstrakt und Trophoblastmigration

	V. Literaturverzeichnis
	VI. Zusammenfassung
	VII. Summary
	VIII. ANHANG
	8.1 Verwendete Lösungen
	
	
	
	
	
	
	PBS-Puffer
	Tris-HCl-Puffer








	Danksagung

