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Wahrend der Schwangerschaft des Menschen werden hohe Mengen an Ostrogenen
produziert, die ab der 9. Schwangerschaftswoche hauptsachlich von der Plazenta
synthetisiert werden. Dabei benutzt sie sulfatierte Vorstufen wie Dehydroepiandrosteron-3-
sulfat (DHEAS), die Uber Transporter in die hormonproduzierenden Zellen der Plazenta
aufgenommen werden (Albrecht und Pepe 1990; Ugele et al. 2003). Bei diesen Zellen
handelt es sich um ein Synzytium, genannt Synzytiotrophoblast, das die plazentaren Zotten
bedeckt und den Austausch von Stoffen zwischen dem maternalen und fetalen
Kompartiment bestimmt. In dieser Arbeit stehen die Transporter im Mittelpunkt, die die
Aufnahme der sulfatierten Steroide in den Synzytiotrophoblasten vermitteln. In der Einleitung
wird ein Uberblick tiber Funktion und Aufbau der humanen Plazenta gegeben (Kapitel 1.1)
und die Ostrogensynthese wahrend der Schwangerschaft des Menschen und der
Trachtigkeit bei Tieren erlautert (Kapitel 1.2 und 1.3). AnschlieBend werden die relevanten
Steroidsulfattransporter beschrieben (Kapitel 1.4-1.6) und die Chorionkarzinomzelllinie
JEG-3 vorgestellt, die als Modell fir humane Trophoblastenzellen herangezogen wurde
(Kapitel 1.7).

1.1 Die humane Plazenta
1.1.1 Funktion der Plazenta

Die Plazenta stellt die Verbindung zwischen Fetus und Mutter dar und verankert den Fetus
an der Uteruswand. Uber sie erfolgt der Stoff- und Gasaustausch, so dass Nahrstoffe aus
dem miitterlichen Blut dem Fetus zugefiihrt werden, wahrend Ausscheidungsstoffe des
Fetus in den maternalen Kreislauf Uberfiihrt werden. Zudem fungiert sie als endokrines
Organ und produziert humanes Plazentalaktogen, humanes Choriongonadotropin (hCG),
Progesteron und Ostrogene (Strauss et al. 1996). Humanes Plazentalaktogen bewirkt eine
erhohte Insulinresistenz der maternalen Zellen und steigert somit den Blutzuckerspiegel, was
der Versorgung des Fetus mit Glucose zugutekommt. Zudem bewirkt die Zunahme an Insulin
eine vermehrte Proteolyse und Lipolyse, so dass der Fetus mit den freiwerdenden
Aminosauren, Fettsduren und Ketonen versorgt werden kann. Das Hormon hCG dient dem
Erhalt des Gelbkorpers (Corpus luteum graviditatis) und stimuliert damit in der frihen
Schwangerschaft die Synthese des schwangerschaftserhaltenden Hormons Progesteron.
hCG steigt schon wenige Tage nach der Befruchtung an und dient im Blut oder Urin dem
Nachweis einer Schwangerschaft. Allmahlich  Ubernimmt die Plazenta die
Progesteronsynthese und stellt ab der 6.-8. Schwangerschaftswoche die

Hauptprogesteronquelle dar. Progesteron ist essentiell fir den Erhalt der Schwangerschaft,

1
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denn es verhindert durch seinen immunsuppressiven Effekt eine Absto3ung des genetisch
fremden Embryos und bewirkt eine Ruhigstellung des Myometriums, so dass der Embryo
ungestort wachsen kann (Albrecht und Pepe 1990; Kleinstein und Gips 2000). Die Gruppe
der Ostrogene wird in Kapitel 1.2 naher erlautert, da sie in dieser Arbeit von besonderer
Bedeutung ist.

1.1.2 Aufbau der Plazenta

Die Entwicklung der Plazenta beginnt mit der Implantation der Blastozyste in die
Uteruswand. Die auRReren Zellen der Blastozyste werden als Trophoblasten bezeichnet und
sind wesentlich am Aufbau der Plazenta beteiligt. Die innen gelegenen Vorgéngerzellen des
Embryos werden als Embryoblast bezeichnet. Zunachst verschmelzen einige
Trophoblastenzellen zu einem Synzytium, dem Synzytiotrophoblasten. Dieser wachst invasiv
in das Endometrium der Gebarmutter ein. Die verbleibenden, sich weiter teilenden
Trophoblastenzellen werden als Zytotrophoblasten bezeichnet und stellen ein Reservoir fiir
sich neu bildende Synzytiotrophoblasten dar. Beim Eindringen in das endometriale Gewebe
baut der Synzytiotrophoblast das miutterliche Bindegewebe proteolytisch ab. Die
Endometriumzellen vergrofRern sich, lagern Fett und Glykogen ein und werden in dieser
veranderten Form als Deziduazellen bezeichnet. Durch fortschreitendes Eindringen des
Synzytiotrophoblasten in die Uteruswand kommt es schlielich zum Abbau des mitterlichen
GefalRendothels, so dass das mutterliche Blut direkt an den Synzytiotrophoblasten angrenzt.
Dieser bildet sich zu Chorionzotten mit bindegewebigem Grundstock aus, die vom

maternalen Blut umspiilt werden (Junqueira und Carneiro 1996; Gude et al. 2004).

Nabelschnur

| Intervilldser Raum
‘ mit maternalem Blut

L W

Chorionplatte

Zottenbaum
mit Chorionzotten

Basalplatte Dezidua Myometrium

Abb. 1.1: Schema der humanen Plazenta

Die Begrenzung der Plazenta wird von der Chorionplatte auf der fetalen Seite und der
Basalplatte auf der maternalen Seite gebildet. Dazwischen ragen die Chorionzotten in den
intervilldsen, mit maternalem Blut geflllten Raum und vermitteln den Austausch von Stoffen
zwischen maternalem und fetalem Blut. Oberhalb dieser Abbildung wéare der Fetus
lokalisiert, der sich innerhalb der Amnionhéhle befindet und Uber die Nabelschnur mit der
Plazenta verbunden ist.
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Der mit Blut gefilite Raum zwischen den Zotten wird als intervilldser Raum bezeichnet.
Umrahmt werden die Plazentazotten auf der dem Fetus zugewandten Seite von der
Chorionplatte, die die Basis der Zotten darstellt, und auf der maternalen Seite von der
Basalplatte, die direkt mit der Uteruswand verbunden ist (Abb. 1.1). Aufgrund des direkten
Kontaktes des Blutes mit dem Chorion wird dieser Plazentatyp als Plazenta hamochorialis
bezeichnet.

Der Stoff- und Gasaustausch zwischen Mutter und Fetus findet Uber die in den maternalen
Blutraum ragenden Chorionzotten statt (Abb. 1.2). Sie enthalten einen bindegewebigen
Grundstock mit fetalen Blutgefalen und sind vom Synzytiotrophoblasten bedeckt, der nicht
nur den Austausch zwischen den im fetalen und maternalen Blut gelésten Stoffen vermittelt,
sondern auch die Synthese von den oben beschriebenen Hormonen (humanes
Plazentalaktogen, hCG, Progesteron, Ostrogene) iibernimmt. Die Zytotrophoblasten stellen
die Vorgangerzellen des Synzytiotrophoblasten dar und befinden sich unterhalb des
Synzytiums, bevor sie schlie3lich durch Fusion mit ihm selbst Teil des Synzytiotrophoblasten
werden. Wahrend im ersten Trimester noch relativ viele Zytotrophoblasten vorhanden sind,
nimmt die Anzahl durch Fusion mit den Synzytiotrophoblasten im Verlauf der
Schwangerschatft stetig ab (Junqueira und Carneiro 1996; Gude et al. 2004).

Fetales Blutgefal3

, Zytotrophoblast
SR |
= == Synzytiotrophoblast
T o, e

<
'~ N Intervilldser Raum mit
c -t

maternalen Erythrozyten

Abb. 1.2: Querschnitt durch eine Chorionzotte

Die abgebildete Zotte stammt aus einer Plazenta aus dem dritten Trimester. Bedeckt ist sie
vom Synzytiotrophoblasten, der im direkten Kontakt zum maternalen Blut steht, das sich im
intervilldosen Raum befindet. Das Innere der Zotte enthélt Bindegewebe, in das fetale
BlutgefalRe eingelagert sind. Unterhalb des Synzytiotrophoblasten befinden sich einzelne
Zytotrophoblasten. H.E.-Féarbung, priméare Vergrofierung 40 Xx.
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1.2  Ostrogene wahrend der Schwangerschaft des Menschen

Ostrogene gehéren zu den weiblichen Sexualhormonen und sind aufgrund ihres
Sterangrundgerustes der Gruppe der Steroidhormone zuzuordnen. Wahrend der
Schwangerschaft steigt die Ostrogenkonzentration im maternalen Blut stetig an und die
Plazenta wird ab der 9. Schwangerschaftswoche zur Hauptquelle von Ostrogenen (Albrecht
und Pepe 1990). Das potenteste Ostrogen ist Estradiol (E;), daneben werden Estron (E)
und Estriol (Es) gebildet (Coelingh Bennink 2004). Nach Bindung an Ostrogenrezeptoren (a
oder ), die im Nukleus und Zytoplasma lokalisiert sind, induziert der Hormon-Rezeptor-
Komplex als Transkriptionsfaktor die Expression bestimmter Gene im Zellkern (Bukovsky et
al. 2003; Dahlman-Wright et al. 2006).

1.2.1 Das Zusammenspiel von sulfatierten Steroiden und der Sulfatase in der
Sexualhormon-Synthese

Sulfatierte Steroidhormone werden durch Kopplung eines Sulfatrestes an Kohlenstoffatom
C3 des Steroidgertstes gebildet (Abb. 1.3), katalysiert von Enzymen aus der Gruppe der
Sulfotransferasen (Rath et al. 2004). Diese Reaktion hat weitreichende Konsequenzen und
raumt den sulfatierten Steroiden eine wichtige Rolle im Gebiet der Endokrinologie ein, die
lange nicht verstanden wurde. Aufgrund des Sulfatrestes kdnnen sulfatierte Steroide nicht
mehr an ihre entsprechenden Hormonrezeptoren binden und sind daher inaktive Hormone.
Zudem bewirkt der Sulfatrest, der unter physiologischen Bedingungen negativ geladen ist,
einen Verlust der Lipophilie des Molekiils, so dass ein Eintritt in Zellen Uber passive Diffusion
durch die Zellmembran verhindert wird. Aufgrund dieser beiden Tatsachen galten sulfatierte
Steroide in der Vergangenheit als reine Endprodukte des Hormonstoffwechsels, die durch
die erworbene Wasserloslichkeit leicht ausgeschieden werden kénnen (Reed et al. 2005).

Mit Entdeckung des Enzyms Sulfatase (Arylsulfatase C), das die Sulfatgruppe an Position 3
der Steroidhormone abspalten und die inaktiven Hormone wieder in die aktive Form
Uberfihren kann, erschienen die Steroidsulfate in einem neuen Licht. Dieser als
Sulfataseweg bezeichnete Vorgang ermoglicht nach Abspalten des Sulfatrestes neben der
Aktivierung zudem die weitere enzymatische Umwandlung der Steroide in Androgene,
Ostrogene und Gestagene. Die Sulfatase ist ubiquitar verteilt und die Plazenta, deren hohe
Sulfataseaktivitat erstmals Anfang der 60er Jahre beschrieben wurde (Pulkkinen 1961;
Warren und Timberlake 1962), zeigt die hdchste Expression dieses Enzyms (Reed et al.
2005). Dort ist die Sulfatase im Synzytiotrophoblasten lokalisiert, wo sie die plazentare
Ostrogensynthese aus sulfatierten Vorstufen ermdglicht (Dibbelt et al. 1989; Salido et al.
1990). Erblich bedingt kann es zu einem Mangel an Sulfatase kommen, von dem die

Plazenta als fetales Organ betroffen ist. Dieser Sulfatasemangel verhindert die Nutzung
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sulfatierter Steroide fir die Hormonsynthese und resultiert in einer verminderten Bildung
plazentarer Ostrogene. Trotzdem verlaufen die Schwangerschaften normal (France et al.
1973; Osathanondh et al. 1976; Gips et al. 1980). Der Sulfatasemangel wurde lediglich bei
mannlichen Nachkommen beschrieben und ruft das Erkrankungsbild der X-chromosomal
rezessiven Ichthyose hervor. Hierbei handelt es sich um eine Verhornungsstérung der Haut,
bei der es zu einer Ansammlung von Cholesterolsulfat im Stratum corneum kommt
(Hernandez-Martin et al. 1999; Elias et al. 2004).

Sulfatierte Steroidhormone Ubersteigen im Plasma die Konzentration ihrer unkonjugierten
Form um ein Vielfaches. DHEAS, das nach Cholesterol das Steroid mit der hochsten
Plasmakonzentration beim Menschen darstellt, liegt in Konzentrationen um 10 uM vor,
wahrend diese bei der unsulfatierten Form Dehydroepiandrosteron (DHEA) nur 10 nM
betragt (Baulieu 1996). Aufgrund ihrer Bindung an Albumin haben sulfatierte Steroide eine
verlangerte Halbwertszeit und werden inzwischen als Reservoir fir die Bildung aktiver
Androgene und Ostrogene angesehen. Die Sulfatierung schiitzt zudem durch Inaktivierung
der Hormone den Kdrper vor zu hohen Hormonkonzentrationen (Reed et al. 2005). Bevor
sulfatierte Steroide von der intrazelluléar liegenden Sulfatase wieder aktiviert werden kdnnen,
missen die hydrophilen Molekiile allerdings durch Transporter von den Zellen aufgenommen
werden. Diese Transporter sind Gegenstand dieser Arbeit und werden in den Kapiteln 1.4—
1.6 n&her erlautert.

Neben den klassischen Bildungsstéatten von Steroidhormonen, wie den Ovarien, den Hoden,
den Nebennieren und der Plazenta, werden viele Androgene und Ostrogene in peripheren
Geweben produziert. 40 % der Androgene beim Mann, 75 % der Ostrogene bei der Frau vor
bzw. fast 100 % wahrend der Postmenopause werden in Fettgewebe, Haut, Prostata bzw.
Endometrium und Brust gebildet. Diese Gewebe sind mit den nétigen Enzymen ausgestattet,
um aus sulfatierten Vorstufen aus der Nebenniere, wie DHEAS oder Estron-3-sulfat (E;S),
aktive Hormone direkt vor Ort zu bilden (Labrie 1991). Labrie erganzte hierbei das Feld der
klassischen Hormonwirkung, bestehend aus endokrin, parakrin und autokrin um das Gebiet
der intrakrinen Wirkung. Neu ist hierbei, dass die aus inaktiven Vorstufen gebildeten
Androgene und Ostrogene ihre Wirkung direkt in der produzierenden Zelle entfalten, ohne
vorher in den Extrazellularraum abgegeben zu werden, wie es selbst bei der autokrinen
Wirkungsweise der Fall ist, wo die Hormone an der Oberflaiche der produzierenden Zelle
wirken. Die intrakrine Aktivitdt erméglicht eine maximale Wirkung mit bereits geringen
Hormonkonzentrationen (Labrie 1991). Viele hormonsensitive Tumoren, beispielsweise
Brust- und Prostatatumoren, bilden auf diese Weise Androgene und Ostrogene, so dass die
intrakrine Aktivitat ein moglicher Angriffspunkt in der Therapie darstellt (Labrie 1991; Suzuki

et al. 2005). Die humane Plazenta nutzt als endokrines Organ fiir ihre Ostrogensynthese
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ebenfalls die sulfatierten Steroidhormone DHEAS und E;S als Vorlaufermolekile, was im
nachsten Kapitel naher beschrieben wird.

Bei Tieren ist eine Produktion von sulfatierten Steroiden beim Eber bekannt, wo DHEAS und
E.S im Hoden gebildet werden (Baulieu et al. 1967; Claus und Hoffmann 1980; Hoffmann et
al. 2010) und die im Hoden-Nebenhoden-Kompartiment exprimierten Enzyme Sulfatase und
Sulfotransferase uber den Anteil konjugierter und unkonjugierter Steroide bestimmen
(Mutembei et al. 2009; Hoffmann et al. 2010). Wahrend der Trachtigkeit von Sau, Stute und
Kuh stellt Estron das Hauptdstrogen dar, das vor allem in konjugierter Form als E;S im
maternalen Blut gemessen wird (Robertson und King 1974; Décke 1994; Hoffmann et al.
1996, 1997). In der bovinen Plazenta werden sowohl die Sulfatase als auch die
Sulfotransferase exprimiert, die im Zusammenspiel die Hohe des aktiven Estrons und des
inaktiven E;S regulieren (Hoffmann und Schuler 2002). Beim Hund hingegen gelang bisher

noch kein zuverlassiger Nachweis von sulfatierten Steroiden.

1.2.2 Syntheseweg von Ostrogenen in der humanen Plazenta

Im Gegensatz zu den Ovarien, die Ostrogene de novo aus Cholesterol bilden (Linnemann
und Kihl 2005), bezieht die Plazenta Vorstufen aus dem fetalen und maternalen Blut. Ein
wichtiges Vorlaufermolekil ist das C19-Steroid DHEA, das vor allem in seiner sulfatierten
Form als DHEAS vorkommt und in der fetalen und maternalen Nebenniere gebildet wird
(Siiteri und MacDonald 1963; Rainey et al. 2004; Rainey und Nakamura 2008). Die
Bezeichnung C19-Steroid bezieht sich auf die Anzahl von Kohlenstoffatomen innerhalb des
Molekiilgerustes. Sie gehoren zur Gruppe der Androgene, wahrend Ostrogene mit einem

Kohlenstoffatom weniger als C18-Steroide bezeichnet werden (Abb. 1.3).
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C19-Steroide

Estron (E,) Estradiol (E,) Estriol (Ej)

Abb. 1.3: Strukturformeln der sulfatierten Ostrogenvorstufen und der Ostrogene
Ostrogene leiten sich vom Steran ab, das die Grundlage fir die Nummerierung der
Kohlenstoffatome bildet. Die sulfatierten Ostrogenvorstufen DHEAS und 16a-OH-DHEAS
gehoren aufgrund ihrer Anzahl an Kohlenstoffatomen zu den C19-Steroiden und werden in
Estron und Estradiol bzw. Estriol umgewandelt. Sie besitzen am Kohlenstoff 3 eine
Sulfatgruppe, die unter physiologischen Bedingungen das Proton der OH-Gruppe abspaltet
und negativ geladen ist. 16a-OH-DHEAS besitzt zudem eine Hydroxylgruppe am Kohlenstoff
16. Die Ostrogene Estron (E,), Estradiol (E,) und Estriol (E3) enthalten eine Methylgruppe
weniger und damit nur 18 C-Atome. Die Endungen der Namen leiten sich von der
chemischen Struktur der Molekile ab. Estron ist nach seiner Ketogruppe am Kohlenstoff 17
benannt, die mit ,,-on“ bezeichnet wird. Die Endung ,-ol“ wird flr Hydroxylgruppen verwandt,
von denen bei Estradiol zwei und bei Estriol drei vorliegen. Die alternative Benennung E,, E,
und E; bezieht sich ebenfalls auf die Anzahl der Hydroxylgruppen. Die Strukturformeln
wurden mit dem Programm ACD/ChemSketch 12.01 erstellt.

Nachdem DHEAS die Plazenta erreicht hat und (ber Transporter in den
Synzytiotrophoblasten aufgenommen wurde, steht es, wie in Abb. 1.4 dargestellt, der
Ostrogensynthese zur Verfugung. Hierzu wird zunachst der Sulfatrest durch das Enzym
Steroidsulfatase abgespalten. DHEA wird von der 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase (3f3-
HSD) zu Androstendion umgewandelt. Die Aromatase (CYP19Al) bildet daraus Estron,
welches uber die 17p-Hydroxysteroiddehydrogenase (173-HSD) in Estradiol umgewandelt
wird. Alternativ kann die 17B-HSD zuerst eine Umwandlung von Androstendion in
Testosteron durchfihren, das dann durch die Aromatase zu Estradiol metabolisiert wird

(Albrecht und Pepe 1990; Pasqualini 2005). Eine Untersuchung der Chorionkarzinomzelllinie
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JEG-3 zeigte, dass jedoch mdglicherweise der erste Weg bevorzugt wird, da die Aromatase
eine héhere Affinitdt zu Androstendion als zu Testosteron hat (Samson et al. 2009).

In der fetalen Leber wird aus DHEAS Uber die 16a-Hydroxylase CYP3A7 16a-OH-DHEAS
gebildet, das als Vorstufe fir die plazentare Estriolsynthese dient (Ryan 1959a; Milewich et
al. 1986; Kitada et al. 1987). 16a-OH-DHEAS wird wie DHEAS in der Plazenta desulfatiert
und von den genannten Enzymen in Estriol umgewandelt (Abb. 1.4) Hierbei wird in der
Literatur zum einen der Syntheseweg Uber 16a-OH-Estron aufgefihrt (Sullivan 2004;
Linnemann und Kuihl 2005). Andere Autoren beschreiben den Weg uber 16a-OH-
Testosteron und alternativ die direkte Aromatisierung von 16a-OH-Androstendion zu Estriol
ohne die Zwischenstufe 16a-OH-Estron (Ryan 1959a; Albrecht und Pepe 1990; Kleinstein
und Gips 2000). Die gebildeten Ostrogene kénnen aufgrund ihrer Lipophilie durch Diffusion
in das fetale und maternale Blut abgegeben werden. Anders ist die Situation bei Eintritt der
Vorlaufermolekiile DHEAS und 16a-OH-DHEAS in die Zelle. Aufgrund ihres Sulfatrestes sind
sie hydrophil und auf die Aufnahme Uber Transportermolekile in der Zellmembran
angewiesen. Diese sind in Abb. 1.4 bereits eingezeichnet und werden in den Kapiteln 1.4—
1.6 n&her erlautert.

Mit zunehmender Reifung der fetalen Nebenniere steigen die fetale DHEAS-Produktion und
die in der Mutter gemessene Ostrogenkonzentration an. Es konnte gezeigt werden, dass
DHEAS von fetaler und maternaler Seite gegen Ende der Schwangerschaft etwa
gleichermafien zur plazentaren Estron- und Estradiolsynthese beitragen, wéhrend Estriol
hingegen zu dber 90 % aus dem fetalen 16a-OH-DHEAS gebildet wird (Siiteri und
MacDonald 1966). Das Zusammenspiel von Fetus und Plazenta wahrend der
Ostrogensynthese wird als fetoplazentare Einheit bezeichnet (Diczfalusy 1964). Sie
ermoglicht, anhand der Ostrogenkonzentrationen Rickschlisse auf die Gesundheit des
Fetus zu ziehen (Kapitel 1.2.6).

Neben DHEAS kann auch E;S zur Estradiolsynthese herangezogen werden. Eine Inkubation
von isolierten Zellen aus Amnion, Chorion und Dezidua mit E;S zeigen eine Hydrolyse von

E;S zu Estron und dessen Umwandlung zu Estradiol (Mitchell et al. 1984).
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Abb. 1.4: Syntheseweg von Ostrogenen in der humanen Plazenta

Das Androgen DHEAS wird in der fetalen und maternalen Nebenniere synthetisiert und
gelangt Gber Transporter in den Synzytiotrophoblasten, wo es lber die dargestellten Enzyme
in Estron und Estradiol umgewandelt wird. 16a-OH-DHEAS wird in der fetalen Leber durch
Hydroxylierung von DHEAS gebildet und ist ebenfalls auf die transportervermittelte
Aufnahme angewiesen. Innerhalb der Zelle wird es in Estriol umgewandelt. Auf der basalen
(fetalen) Seite sind bereits die Transporter OAT4 und OATP2B1 identifiziert, die die
Aufnahme von DHEAS in die Zellen vermitteln. Transporter fur 16a-OH-DHEAS sowie
Transporter an der apikalen, dem maternalen Blut zugewandten Seite, waren bisher nicht
identifiziert (in der Abbildung dargestellt mit ,?“). In dieser Arbeit wurden als maternaler
Transporter fir DHEAS der Transporter SOAT und als fetale Carrier fur die Aufnahme von
16a-OH-DHEAS die Transporter OAT4 und SOAT identifiziert. Die gebildeten Ostrogene
Estron, Estradiol und Estriol diffundieren aus der Zelle ins fetale und maternale Blut.

1.2.3 Konzentration von Steroidsulfaten wéhrend der Schwangerschaft

DHEAS wird in hohen Mengen von der fetalen und maternalen Nebenniere gebildet und ist
das Steroidhormon, das in der hdchsten Konzentration beim Menschen vorkommt (Samaras
et al. 2013). Nach der Geburt féallt die Konzentration stark ab und wird erst nach dem 6.-8.
Lebensjahr wieder vermehrt gebildet. In den Zwanzigern erreicht es die hdchste
Konzentration von etwa 10 pM (Baulieu 1996; Labrie et al. 2001; Siiteri 2005) und sinkt dann
langsam aber kontinuierlich ab auf teilweise 10-20 % der Konzentration von jungen

Menschen (Samaras et al. 2013). Ein Zusammenhang zwischen sinkenden DHEAS-
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Konzentrationen und mentalem und physischem Abbau im Alter ist eine h&ufig gestellte
Hypothese. Dies hat zu einem unkontrollierten Gebrauch von DHEA-Praparaten in den USA
gefuhrt, wo diese in Superméarkten erhéltlich sind und in der Hoffnung auf einen
,~Jungbrunnen“-Effekt eingenommen werden. Effekte auf die Verbesserung kognitiver
Fahigkeiten im Alter konnten bisher nicht nachgewiesen werden (Grimley Evans et al. 2006).
Wahrend der Schwangerschaft ist die Produktionsrate von DHEA und DHEAS in der Mutter
doppelt so hoch wie vor der Schwangerschaft. Trotzdem ist die DHEAS-
Plasmakonzentration selbst niedriger als bei Nichtschwangeren und nimmt im Verlauf der
Schwangerschaft sogar weiter ab. Dies hangt mit dem massiven Verbrauch von DHEAS flr
die Ostrogensynthese in der Plazenta zusammen (Tagawa et al. 2004). Konzentrationen von
DHEAS, 16a-OH-DHEAS und E;S im Nabelblut sowie im maternalen Blut sind in Tab. 1.1
aufgefihrt.

Tab. 1.1: Konzentrationen der sulfatierten Steroide DHEAS, 16a-OH-DHEAS und E;S
im Nabelblut und im maternalen Blut des Menschen

Nabelarterie Nabelvene Mutter Quelle

DHEAS | 4,5-6,3 uM 3,8-4,5 uM 2,2-3,5 uM Laatikainen et al. 1980
(vor Einsetzen Mathur et al. 1980
der Geburt)

16a-OH- | 10,5 uM 8,4 uM ca. 0,5 uM Laatikainen et al. 1980

DHEAS (vor Einsetzen
der Geburt)

E;S 91 nM 171 nM bis 494 nM Honjo et al. 1986
(Hochststand in
der 35. SSW)

Die aufgelisteten Konzentrationen der sulfatierten Steroide zeigen, dass DHEAS sowohl vom
Fetus als auch der Mutter gebildet wird, da es bei beiden in hohen Konzentrationen
vorkommt. 16a-OH-DHEAS hingegen wird hauptsachlich vom Fetus gebildet. In den
aufgelisteten Studien waren die DHEAS- und 16a-OH-DHEAS-Konzentration in der
Nabelarterie jeweils hoher als in der Nabelvene, was darauf hindeutet, dass die beiden
Substrate in der Plazenta verbraucht werden. Fur E;S ermittelten Honjo et al. (1986) eine
negative arterio-vendse Differenz, also eine hdhere Konzentration in der Nabelvene als in
der Nabelarterie. In Verbindung mit den hohen Konzentrationen von E;S im maternalen Blut
spricht dies flr einen maternalen Ursprung dieses Substrates.

Zu erganzen ist noch eine Studie von Kojima et al. (1981), in der konjugiertes und freies
DHEA und 16a-OH-DHEA im Nabelblut gemessen wurden. Die Konzentrationen lagen in der
gleichen GrdélRenordnung, die in der Tabelle aufgefihrt sind. Da allerdings nicht der Anteil an
sulfatiertem Substrat gemessen wurde, sind die Werte nicht mit in die Tabelle aufgenommen

worden. Deutlich niedrigere Konzentrationen wurden hingegen in einer Studie von Hill et al.
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(2014) im Nabelblut ermittelt. Die Konzentrationen lagen in dieser Studie deutlich unterhalb
der in den anderen Untersuchungen aufgezeigten Werte, mit konjugiertem DHEA von 1,5 pM
und konjugiertem 16a-OH-DHEA zwischen 1,1 (Nabelarterie) und 2,4 puM (Nabelvene).
Allerdings wurden in den zitierten Arbeiten nicht die gleichen Bestimmungsmethoden
eingesetzt, was die unterschiedlichen gemessenen Konzentrationen erklaren kénnte. Bei Hill
et al. (2014) wurde die Gaschromatographie-Massenspektrometrie zur Messung der
Steroidhormone verwendet, bei Laatikainen et al. (1980) die Gaschromatographie mit
Flammenionisationsdetektor und Mathur et al. (1980) sowie Kojima et al. (1981) fuhrten die

Konzentrationsbestimmungen mittels Radioimmunassays durch.

1.2.4 Konzentration von Ostrogenen wahrend der Schwangerschaft

Die Ostrogenkonzentrationen steigen wahrend der Schwangerschaft stetig an und fallen
nach der Geburt schnell ab. Ein Uberblick tber die maternalen Hormonkonzentrationen
wurde von Kuijper et al. (2013) zusammengestellt, indem verschiedene Studien aufgefuhrt
und verglichen wurden. Die Spannweite der aufgefuhrten Studien ist fur die letzten
Schwangerschaftswochen (SSW) in Tab. 1.2 aufgelistet. Gegen Ende der Schwangerschaft
steigt die Estradiolkonzentration auf das ca. 100-fache im Vergleich zu Nichtschwangeren
an. Das Ostrogen Estriol kommt normalerweise nur in vernachlassigbaren Konzentrationen
vor, stellt aber wahrend der Schwangerschaft das Hauptostrogen dar. Die Konzentrationen
dieses Hormons unterscheiden sich deutlich zwischen den verschiedenen Studien,
auffallend ist allerdings in allen Studien der extrem starke Anstieg wahrend des Verlaufs der
Schwangerschaft.  Aufgrund seines vornehmlichen Vorkommens wahrend der
Schwangerschatft gilt Estriol auch als ,Schwangerschaftsdstrogen®, die Funktion ist allerdings
bisher unklar. Inm ist daher ein eigenes Kapitel (1.2.6) gewidmet. Ein weiteres Ostrogen, das
Estetrol (E;) besitzt zusatzlich am Kohlenstoff 15 eine vierte Hydroxylgruppe und wird
ausschlie3lich in der humanen fetalen Leber gebildet und tber die Plazenta ins maternale
Blut abgegeben (Holinka et al. 2008).

Tab. 1.2: Konzentrationen von Estron, Estradiol, Estriol und Estetrol gegen Ende der
Schwangerschaft des Menschen

Mutter Quelle
Estron 19-104 nM (37.-38. SSW) Kuijper et al. 2013
Estradiol 28-115 nM (37.-42. SSW) Kuijper et al. 2013
Estriol 28-1051 nM (37.-42. SSW) Kuijper et al. 2013
Estetrol ca. 3 nM (37.-41. SSW) Holinka et al. 2008

11
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1.2.5 Die Rolle von Ostrogenen wahrend der Schwangerschaft

Wahrend dem ebenfalls von der Plazenta gebildeten Progesteron eindeutig die Funktion
eines schwangerschaftserhaltenden Hormons zukommt, ist die Bedeutung von Ostrogenen
wahrend der Schwangerschaft nicht so eindeutig. Es gibt verschiedene Erkrankungen, die
mit verminderter plazentarer Ostrogensynthese einhergehen und trotzdem normale
Schwangerschaften  erméglichen. So sind bei plazentarem  Sulfatase- oder
Aromatasemangel aufgrund der Unterbrechung des Syntheseweges die von der Plazenta
gebildeten Ostrogene vermindert, es werden aber immerhin Konzentrationen von 1-10 nM
erreicht (France et al. 1973; Osathanondh et al. 1976; Gips et al. 1980; Harada et al. 1992;
Pepe und Albrecht 1995). Pepe und Albrecht (1995) vermuten, dass der Erhalt von normalen
Schwangerschaften unter diesen Umstanden nicht den Schluss zulasst, dass Ostrogene fir
den Verlauf der Schwangerschaft unwichtig seien, jedoch anscheinend in hohem
Uberschuss gebildet wiirden. Fur die Wirkung seien dagegen vor allem die Anwesenheit von
Ostrogenrezeptoren und eine ausreichend hohe lokale Ostrogenkonzentration wichtig, um
mit dem Rezeptor interagieren zu kénnen. Folgende Funktionen tibernehmen Ostrogene

wahrend der Schwangerschaft:

1. Erhéhung der Progesteronsynthese: Progesteron wird aus Cholesterol gebildet, das im
Blut aufgrund seiner Lipophilie an Plasmaproteinen gebunden transportiert wird,
beispielsweise in Form von Low Density Lipoproteinen LDL (Gassmann und Lutz 2005).
Ostrogene haben stimulierende Effekte auf die LDL-Rezeptor-Expression im
Synzytiotrophoblasten und erhdéhen somit die rezeptorvermittelte LDL-Aufnahme, wodurch
den Zellen mehr Cholesterol fiir die Progesteronsynthese zur Verfligung steht. Des Weiteren
kommt es zu einer 6strogenvermittelten erhdhten Expression des Cholesterol-side-chain-
cleavage-Enzyms (P450scc, CYP11A1), das durch Abspaltung der Seitenkette Cholesterol
in Pregnenolon Uberfihrt. Dieses kann anschlieBend von der 3B-HSD in Progesteron

umgewandelt werden (Pepe und Albrecht 1995).

2. Erhohung der uteroplazentaren Blutversorgung: Ostrogene stimulieren das Renin-
Angiotensin-System und sorgen somit fur ein erhdhtes Plasmavolumen. Zudem fihren
Ostrogene zu einer lokalen Vasodilatation in der uteroplazentaren Einheit und erhohen die
plazentare Angiogenese (Resnik et al. 1974; Pepe und Albrecht 1995; Albrecht und Pepe
2010).

3. Reifung der fetalen Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse: Zu Beginn der
Schwangerschaft dominiert in der Plazenta die Umwandlung von inaktivem Cortison zu
aktivem Cortisol, das im Fetus ein negatives Feedback auf die Hypophyse ausubt und eine

ACTH-Sekretion unterdrickt. In der Folge entwickelt die fetale Nebenniere nicht die
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Féahigkeit, Cortisol selbst zu synthetisieren. Die Umwandlung von Cortison zu Cortisol wird
von der 11B3-HSD Typ 1 katalysiert. Eine andere Isoform, die 113-HSD Typ 2 hingegen
katalysiert alleinig die entgegengesetzte Umwandlung von aktivem Cortisol zu inaktivem
Cortison. Beide Enzymisoformen werden durch steigende Ostrogenkonzentrationen
hochreguliert und die 113-HSD Typ 2 bewirkt im Verlauf der Schwangerschaft eine
vermehrte Bildung des inaktiven Cortisons. Die Hemmung der fetalen ACTH-Sekretion wird
daher aufgehoben und die Reifung der fetalen Nebenniere mit Beginn der eigenen
Cortisolsynthese schreitet voran. Cortisol fuhrt zur Surfactantbildung und Reifung der fetalen
Lunge (Pepe und Albrecht 1995, 1999).

4. Vorbereitung der Brust auf die Laktation: In Zusammenspiel mit anderen Hormonen wie
Progesteron und Prolaktin stimulieren Ostrogene die Proliferation von Driisenepithelzellen in
der Brust und bewirken eine vermehrte Aufzweigung der Drisengénge sowie die Bildung
neuer Alveolen (Pepe und Albrecht 1995).

5. Einleitung der Geburt:

a) Regulation der Uteruskontraktilitat: Das Myometrium unterliegt stark wechselnden
Anforderungen. Steht wahrend der Schwangerschaft die Ruhigstellung des Myometriums im
Vordergrund, so ist wahrend der Geburt eine starke Kontraktilitt gefragt. Die Regulation
dieser gegensatzlichen Zustande setzt ein Zusammenspiel vieler Hormone voraus.
Progesteron bewirkt die Ruhigstellung des Myometriums, wobei es bei vielen Tierarten vor
der Geburt zu einem Progesteronabfall kommt. Dieser Progesteronabfall kann jedoch nicht
beim Menschen beobachtet werden; es wird hingegen eine Regulierung auf Ebene der
uterinen Rezeptoren vermutet, die eine verminderte Progesteronwirkung hervorruft (Kota et
al. 2013). Mit zunehmender Reifung der fetalen Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse kommt es zur vermehrten Produktion von C19-Steroiden und damit zu einem Anstieg
plazentarer Ostrogene. Diese fordern die Uteruskontraktilitat durch Hochregulierung
kontraktionsassoziierter Proteine. Beispielsweise werden vermehrt Gap Junctions ins
Myometrium eingebaut, Calciumkanale gebildet und fur die Kontraktion benétigte Enzyme
wie die Myosin-Leichtketten-Kinase hochreguliert. Ostrogene steigern zudem die
Prostaglandin E,- und Fy-Produktion sowie die Anzahl an Prostaglandin- und
Oxytozinrezeptoren. Sowohl Prostaglandine als auch Oxytozin sind an der Auslésung von
Kontraktionen beteiligt (Gibb und Challis 2006; Kota et al. 2013).

Bei Schwangerschaften mit Sulfatasemangel, die mit einer verminderten Ostrogensynthese
einhergehen, kann es zu verldngerten Schwangerschaften aufgrund einer verzdgerten
Geburtseinleitung kommen (France et al. 1973; Osathanondh et al. 1976). Wie oben erwahnt

verlaufen die Schwangerschaft und die Entwicklung des Fetus ansonsten normal.
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b) Reifung der Cervix: Der Anstieg von Ostrogenen gegen Ende der Schwangerschaft ist
zusammen mit anderen Faktoren an der Erweichung und Dilatation der Cervix beteiligt (Kota
et al. 2013). Schwangerschaften mit verminderten Ostrogenkonzentrationen kénnen mit
mangelnder Offnung der Cervix zum Geburtszeitpunkt einhergehen und einen Kaiserschnitt
indizieren. Dies wurde ebenfalls am Beispiel des Sulfatasemangels beschrieben (France et
al. 1973; Osathanondh et al. 1976).

1.2.6 Das , Schwangerschaftshormon Estriol

Wahrend der Schwangerschaft werden hohe Mengen an Estriol gebildet, das ca. 60-70 %
der maternalen Ostrogene darstellt, wahrend Estriol auRerhalb der Schwangerschaft kaum
vorhanden ist (Pasqualini 2005). Die massive Estriolbildung ist eine Besonderheit von
Hominiden und kommt neben dem Menschen aufRerdem beim Gorilla, Orang-Utan und
Schimpansen vor (Albrecht und Pepe 1990). Estriol wird wie bereits beschrieben im
Synzytiotrophoblasten aus dem fetalen Vorlaufermolekil 16a-OH-DHEAS gebildet, indem
dieses von der Sulfatase desulfatiert und tUber die oben genannten Enzyme in Estriol
umgewandelt wird (Abb. 1.4). Eine Estriolbildung ist auch aus Estron und Estradiol mdglich,
stellt aber nicht den Hauptsyntheseweg wéahrend der Schwangerschaft dar (Siiteri und
MacDonald 1963). Die besondere Rolle des fetalen 16a-OH-DHEAS als Substrat der
Estriolsynthese wird bei verschiedenen pathologischen Zustdnden deutlich: Kommt es
wahrend der Befruchtung zu einer fehlerhaften Anzahl an Chromosomen in der Eizelle,
entsteht eine hydatiforme Mole, die durch Proliferation der Zyto- und Synzytiotrophoblasten
sowie durch 6dematbse Degeneration des Zottenstromas gekennzeichnet ist. Bei der
kompletten hydatiformen Mole geht der mitterliche Chromosomensatz verloren und der
paternale wird verdoppelt, so dass ein diploider mannlicher Chromosomensatz vorliegt. Es
entwickelt sich lediglich Trophoblastengewebe und kein embryonales Gewebe. Bei der
partiellen hydatiformen Mole entsteht eine Triploidie durch Fertilisation einer Eizelle mit zwei
Spermien (Pfisterer 2000). Bei einer anderen Erkrankung, der Anenzephalie, handelt es sich
um einen Neuralrohrdefekt, bei dem Vorderhirn, Meningen, Schadeldach und Teile der
Kopfhaut fehlen (Miny und Holzgreve 2000). Durch die fehlende hypophysare ACTH-
Stimulation kommt es zu einer Hypoplasie der fetalen Nebenniere mit verminderter oder
mangelnder DHEAS-Synthese. Sowohl bei der hydatiformen Mole als auch der
Anenzephalie fehlen also die fetalen Ostrogen-Vorlaufermolekile, was sich vor allem in einer
sehr niedrigen maternalen Estriolkonzentration bemerkbar macht, da normalerweise 90 %
des Estriols aus dem fetalen 16a-OH-DHEAS gebildet werden. Die Synthese von Estradiol
hingegen ist nicht alleinig auf fetale Vorstufen angewiesen, so dass dessen Konzentration
bei den genannten Krankheiten nur mittelmaRig oder gar nicht vermindert ist (MacDonald
und Siiteri 1964, 1965; Siiteri und MacDonald 1966; Tulchinsky et al. 1977). Die plazentare
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Estriolsynthese ist auch bei Schwangerschaften mit vom Down-Syndrom betroffenen Feten
vermindert, was vermutlich auf eine verminderte DHEAS-Bildung in der Nebenniere bzw.
eine verminderte 16a-Hydroxylierung in der fetalen Leber zuriickzufihren ist (Newby et al.
2000). Aufgrund des Zusammenhangs zwischen fetaler Gesundheit und gebildetem Estriol
ist Estriol neben a;-Fetoprotein und B-hCG Teil des Triple-Tests. Bei diesem werden auf
Basis der drei genannten Hormonkonzentrationen im maternalen Blut Rickschlisse auf
Besonderheiten des ungeborenen Kindes gezogen, inshesondere auf die Wahrscheinlichkeit
von Chromosomenanomalien wie Trisomie 21 und Neuralrohrdefekten. Aufgrund einer relativ
hohen Falsch-Positiv-Rate wird er allerdings inzwischen zurlickhaltender eingesetzt und
sollte vor allem als Anhaltspunkt fir eine weiterfihrende Diagnostik gesehen werden
(Breckwoldt 2008). Estriol kann zudem zur Uberwachung der fetoplazentaren Einheit bei
Verdacht auf Plazentainsuffizienz bestimmt werden (Breckwoldt und Karck 2008). Da die
Estriolbildung von der Funktion der fetalen Nebenniere abhangt, nimmt mit zunehmender
Reife der Nebenniere die Estriolkonzentration im maternalen Blut, Urin und Speichel zu.
Hohe Estriolwerte kbénnen daher als Zeichen der nahenden Geburt gewertet werden, so dass
Estriol auch als Marker fir zu erwartende Friuhgeburten herangezogen werden kann
(McGregor et al. 1995; Goodwin 1999; Goldenberg et al. 2005). Abgesehen von diversen
Tests zum Bewerten des fetalen Wohlbefindens ist die physiologische Rolle von Estriol
wahrend der Schwangerschaft ungeklart. Wahrend Estradiol als potentestes Ostrogen gilt
und hauptsachlich fir die oben beschriebenen 06strogenvermittelten Wirkungen
verantwortlich ist, gilt Estriol als schwéachstes Ostrogen mit lediglich kurzer Wirkdauer
(Katzenellenbogen 1984; Coelingh Bennink 2004). Eine Studie an Schafen zeigte allerdings,
dass Estriol etwa gleichermalRen den uterinen Blutfluss steigert wie Estradiol (Resnik et al.
1974).

1.3  Ostrogene wahrend der Trachtigkeit von Tieren

Die Trachtigkeit bei Tieren ist durch starke speziesabhangige Unterschiede gekennzeichnet.
Neben unterschiedlichen Plazentatypen betrifft dies auch das Ausmal’ und den Verlauf der

Ostrogensynthese sowie das Ausbilden einer fetoplazentaren Einheit.

1.3.1 Pferd

Ahnlich wie beim Menschen ist die plazentare Ostrogensynthese beim Pferd von C19-
Steroiden abhéangig, da der equinen Plazenta das Enzym 17a-Hydroxylase/17,20-Lyase
(CYP17) fehlt, welches fiir eine de novo-Synthese von Ostrogenen aus Cholesterol bendétigt
wird (Arai et al. 2006). Wahrend beim Menschen die fetalen Nebennieren Quellen von C19-

Steroiden darstellen, stammen diese beim Pferd aus den fetalen Gonaden (Pashen und
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Allen 1979; Fowden et al. 2008). Es kann also auch beim Pferd von einer fetoplazentaren
Einheit gesprochen werden. Eine Besonderheit der equinen Plazenta ist die Bildung der
Ostrogene Equilin und Equilenin, die neben Estron und Estradiol gebildet werden (Fowden et
al. 2008). Die hochsten Ostrogenkonzentrationen werden in der Graviditatsmitte gemessen,
wobei E;S das Hauptdstrogen darstellt (Hoffmann et al. 1996).

1.3.2 Rind und Schwein

Die bovine und porzine Plazenta exprimiert CYP17 sowie alle weiteren nétigen Enzyme, um
Ostrogene de novo zu synthetisieren (Conley et al. 1992, 1994; Docke 1994; Schuler et al.
2006), so dass die Ostrogensynthese im Gegensatz zu Mensch und Pferd unabhangig von
fetalen Vorstufen ablaufen kann. Das Konzept der fetoplazentaren Einheit ist daher auf diese
beiden Spezies eher nicht anwendbar. Beim Rind werden die hochsten
Ostrogenkonzentrationen gegen Ende der Trachtigkeit gemessen, wobei wie beim Pferd E;S
das Hauptostrogen darstellt (Hoffmann et al. 1997).

1.3.3 Hund

In den meisten Untersuchungen wurden keine Unterschiede in den Ostrogenplasmaspiegeln
von graviden Hindinnen und sich in der Lutealphase befindlichen nicht-graviden Hiindinnen
festgestellt (Nett et al. 1975; Edqvist et al. 1975; Graf 1978; Docke 1994; Hoffmann et al.
1994). Zudem wurden keine steroidogenen Enzyme in der caninen Plazenta nachgewiesen,
so dass weder eine Ostrogen- noch eine Progesteronsynthese in der Plazenta darstellbar ist
(Nishiyama et al. 1999; Verstegen-Onclin und Verstegen 2008). Die fehlende plazentare
Ostrogensynthese beim Hund konnte evolutionsbiologisch mit der beim Hund bekannten
Ostrogen-induzierten Myelotoxizitat zusammenhangen (Sontas et al. 2009).

1.4  Die Familie der SLC10-Transporter

Wie in den vorangehenden Kapiteln beschrieben, findet die plazentare Synthese freier
Ostrogene aus den sulfatierten Vorlaufermolekilen DHEAS, 16a-OH-DHEAS und E;S im
Synzytiotrophoblasten statt. Fir den Eintritt in die Zelle sind sulfatierte Steroide auf die
Aufnahme durch Transporter angewiesen, die in der Zellmembran lokalisiert sind. Bereits
bekannte Transporter fur sulfatierte Steroide in der Plazenta sowie deren Transporterfamilien

werden in den nun folgenden Kapiteln erlautert.
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1.4.1 Uberblick Giber die SLC10-Familie

Die Solute Carrier-Familie 10 (SLC10) beinhaltete urspringlich nur die beiden
Gallensauretransporter Na*/Taurocholate Cotransporting Polypeptide (NTCP, SLC10A1) und
den Apical Sodium-dependent Bile Acid Transporter (ASBT, SLC10A2), die am
Aufrechterhalten des enterohepatischen Kreislaufs beteiligt sind (Claro da Silva et al. 2013).
Im Jahr 2004 wurde an diesem Institut die Klonierung eines weiteren Carriers, des Sodium-
dependent Organic Anion Transporters (SOAT, SLC10A6), vertffentlicht. Besonders war
hierbei, dass dieser Carrier nicht die klassischen Gallensauren transportiert, wie es bei
NTCP und ASBT der Fall ist, sondern eine Aufnahme von sulfatierten Steroidhormonen
vornimmt und unter anderem in Organen des Reproduktionsgeschehens exprimiert wird
(Geyer et al. 2004, 2007). Weitere Mitglieder dieser Familie sind der SLC10A3, A4, A5 und
A7, deren physiologische Funktionen derzeit allerdings noch zum Teil unklar sind (Doring et
al. 2012). Fur SLC10A3 wurde eine ubiquitdre Expression beschrieben (Alcalay und Toniolo
1988), wahrend SLC10A4 am hochsten im Gehirn exprimiert wird (Splinter et al. 2006; Geyer
et al. 2008). Der SLC10A5 wird tberwiegend in Leber und Niere (Fernandes et al. 2007) und
der SLC10A7 in Hoden und Leber (Godoy et al. 2007) exprimiert.

1.4.2 Die Gallensauretransporter NTCP (SLC10A1) und ASBT (SLC10A2)

Das Na‘/Taurocholate Cotransporting Polypeptide NTCP und der Apical Sodium-dependent
Bile Acid Transporter ASBT sind hauptséchlich in der Leber (NTCP) bzw. im lleum (ASBT)
lokalisiert und beteiligen sich am enterohepatischen Kreislauf der Gallensauren (Claro da
Silva et al. 2013).

Substratspektrum

Beide Carrier transportieren unkonjugierte sowie taurin- und glycinkonjugierte Gallensauren.
NTCP hat ein etwas breiteres Substratspektrum als ASBT und transportiert zusatzlich
sulfatierte Gallenséuren, sulfatierte Steroidhormone sowie freie und konjugierte
Schilddrisenhormone (Doring et al. 2012; Grosser 2013). Weitere Substrate des NTCP
stellen Bromosulfophthalein (BSP) und einige Vertreter der Arzneigruppe der Statine dar, die
durch Hemmung des Enzyms 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase die
Bildung von Cholesterin blockieren und daher als Cholesterinsenker eingesetzt werden
(Fujino et al. 2005; Ho et al. 2006; Greupink et al. 2011). Die Aufnahme von Substraten
erfolgt bei beiden Transportern natriumabhé&ngig in einem Verhaltnis von zwei Natriumionen
zu einem Gallensauremolekul. Die treibende Kraft dieses Symports ist der durch die
Natrium-Kalium-ATPase aufrecht gehaltene einwarts gerichtete Natriumgradient (Weinman
1997; Weinman et al. 1998).
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Organverteilung und physiologische Bedeutung

Gallensauren werden nach der Nahrungsaufnahme von der Gallenblase ins Duodenum
abgegeben und emulgieren unter Bildung von Gallenséure-Fett-Mizellen die mit der Nahrung
aufgenommenen Fette, um eine Verdauung und Resorption zu ermdglichen. ASBT ist in der
apikalen Burstensaummembran der Enterozyten des distalen lleums und beim Menschen
zusatzlich im Duodenum lokalisiert (Shneider et al. 1995; Wong et al. 1995; Hruz et al.
2006). Dort nimmt er den Grof3teil der in den Darm abgegeben Gallensduren auf, die
nachfolgend dem Portalblut in einem enterohepatischen Kreislauf zugefihrt werden (Dawson
et al. 2003).

NTCP befindet sich in der sinusoidalen Membran der Hepatozyten und gewinnt die aus dem
Darm aufgenommenen Gallensauren natriumabhéangig aus dem Portalblut zuriick
(Ananthanarayanan et al. 1994; Stieger et al. 1994; Kullak-Ublick et al. 1997). Zudem erfolgt
eine Aufnahme in die Hepatozyten Uber die Transporter OATP1B1 und OATP1B3, die
unabhangig von Natrium sind. Ein Zyklus des enterohepatischen Kreislaufs endet mit der
Abgabe der Gallensauren aus den Leberzellen in die Gallenblase, beispielsweise Uber die
kanalikular gelegene Bile Salt Export Pump BSEP (Claro da Silva et al. 2013).

Die zweithochste Expression des ASBT liegt in proximalen Tubuluszellen der Niere vor, wo
die Ruckresorption filtrierter Gallenséduren deren Verlust tber den Urin verhindert (Christie et
al. 1996; Craddock et al. 1998). In der Plazenta wurde ASBT nicht nachgewiesen (Craddock
et al. 1998).

Fur NTCP wurde ein verkirztes Transkript in der Plazenta entdeckt, das mdglicherweise
nicht funktional ist (Craddock et al. 1998). In anderen Studien wurde kaum eine oder keine
Expression von NTCP detektiert (Patel et al. 2003; Ugele et al. 2003). Messungen an
isolierten mononukledren Trophoblasten zeigen zudem keinen Transport des NTCP-
Substrates Taurocholat (Ugele et al. 2003). Zwar konnte in Vesikeln aus der basalen
Membran der Synzytiotrophoblasten ein Taurocholattransport gemessen werden, dieser war
allerdings natriumunabh&ngig und daher nicht durch den natriumabh&ngigen NTCP vermittelt
(Marin et al. 1990). Beide Transporter wurden dennoch aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit zu

SOAT in dieser Arbeit in Transportstudien mituntersucht.

Pharmakologische Bedeutung

Kdrzlich wurde NTCP als Rezeptor fur humane Hepatitis-B- und Hepatitis-D-Viren
identifiziert. Ein Ausschalten des Transporters konnte eine Infektion von Tupaia-Hepatozyten
(Spitzhérnchen) und von humanen Hepatozyten verhindern. Eine exogene NTCP-Expression
von normalerweise nicht empfanglichen humanen Hepatokarzinomzellen hatte hingegen
eine Infektion zur Folge (Yan et al. 2012). Zusatzlich konnte eine Infektion von Zellen mit

Hepatitis-B-Viren durch physiologische NTCP-Substrate gehemmt werden (Koénig et al.
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2014). Somit konnte die Rolle von NTCP in der Pathogenese der Hepatitis-B- und Hepatitis-
D-Virusinfektion neue Préaventions- und Therapieoptionen erméglichen.

1.4.3 Der Steroidsulfattransporter SOAT (SLC10A6)

Der Sodium-dependent Organic Anion Transporter SOAT transportiert vor allem sulfatierte
Steroidhormone, die als inaktive Hormone zirkulieren und durch Aufnahme in die Zellen in

Androgene und Ostrogene umgewandelt werden kénnen.

Substratspektrum

Im Gegensatz zu NTCP und ASBT ist SOAT kein klassischer Gallensauretransporter,
sondern transportiert die sulfatierten Steroidhormone DHEAS, E;S, Estradiol-3-sulfat (E,S),
Pregnenolon-3-sulfat (PREGS) und Androstendiol-3-sulfat. Weitere Substrate sind die
sulfatierte Gallensdure Taurolithocholat-3-sulfat und die sulfatierten Sulfooxymethylpyrene
(SMP) 2-SMP und 4-SMP. Als bisher einziges unsulfatiertes Substrat wurde die Gallensaure
Taurolithocholat detektiert, welche ein Substrat aller drei Carrier, NTCP, ASBT und SOAT,
darstellt (Geyer et al. 2007; Grosser 2013; Fietz et al. 2013). Die Aufnahmen erfolgen wie
auch bei NTCP und ASBT natriumabhéngig, wobei ein Symport von Substrat und Natrium
stattfindet (Geyer et al. 2004, 2007).

Organverteilung und physiologische Bedeutung

Die hochste Expression von humanem SOAT findet im Hoden statt und liegt um ein
Vielfaches oberhalb der Expression in anderen Geweben (Geyer et al. 2007; Fietz et al.
2013). Eine Expression konnte zudem in Haut, Niere, Vagina, Pankreas und Brustdriise
detektiert werden. Geyer et al. (2007) zeigen zudem eine Expression von SOAT in der
humanen Plazenta, wahrend der Transporter in dem bei Fietz et al. (2013) eingesetzten
cDNA-Panel nur sehr gering in der Plazenta exprimiert war. Nahere Untersuchungen von
SOAT wurden bisher im Hoden und in der Brustdrise durchgefiihrt:

Fietz et al. (2013) beschreiben die Lokalisation und mogliche physiologische Bedeutung von
SOAT im humanen Hoden. Dieser wurde in den Hodenkanalchen (Tubuli seminiferi) in
verschiedenen Keimzellstadien nachgewiesen, namlich in den primaren (zygotanen und
pachytanen) und sekunddren Spermatozyten, sowie in runden Spermatiden aus den
Spermatogenesestadien | und Il. Eine Produktion von Steroidsulfaten wie DHEAS und
PREGS im humanen Hoden konnte bereits gezeigt werden (Laatikainen et al. 1971). Der
SOAT-vermittelte Transport von sulfatierten Steroiden in die genannten Keimzellstadien und
die damit ermdglichte Testosteron- und Ostrogensynthese konnte eine wichtige Rolle in der
Spermatogenese spielen. Fietz et al. (2013) zeigen, dass die SOAT-Expression bei

Spermatogenesestérungen niedrig oder abwesend ist. Ob hierbei ein kausaler
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Zusammenhang zwischen niedriger SOAT-Expression und eingeschrankter
Spermatogenese vorliegt, soll anhand einer Slc10a6-Knockout-Maus untersucht werden.

Die Brustdriuse steht vor allem im Zusammenhang mit der Therapie von Mammatumoren im
Interesse der Forschung, bei denen es sich mit jahrlich 75 200 Neuerkrankungen um die
haufigste bosartige Tumorart bei Frauen handelt (Deutsche Krebshilfe e.V. 2014). Die
meisten Brusttumoren (ca. 95 %) sind in ihrer frihen Phase 6strogenabhéngig, zeigen also
eine Ostrogenvermittelte erhdhte Proliferation, welche einen Angriffspunkt in der Therapie
darstellt. Obwohl 2/3 der Tumoren wahrend der Postmenopause auftreten, wo die
Ostrogenkonzentration aufgrund der nachlassenden Ovarfunktion niedrig ist, werden im
betroffenen Brustgewebe Ostrogenkonzentrationen gemessen, die signifikant gegeniiber den
Konzentrationen im Plasma oder im normalen Brustgewebe erhdht sind (Pasqualini 2004).
Dies spricht fir eine intratumorale Ostrogensynthese, bei der die Zellen inaktive Vorstufen
wie E;S oder DHEAS in Estradiol umwandeln, welches dann in der produzierenden Zelle
selbst an Ostrogenrezeptoren bindet und seine Wirkung entfaltet (Suzuki et al. 2005). Eine
Wirkung von Hormonen in der produzierenden Zelle wird auch als intrakrine Wirkungsweise
bezeichnet (Labrie 1991). Die fur die Synthese ndétigen Enzyme Sulfatase, 3B-HSD,
Aromatase und 17B-HSD wurden in Brusttumoren nachgewiesen (Suzuki et al. 2005). Mit
einer Verhinderung der Ostrogenvermittelten Proliferation ist die antihormonelle Therapie
eine wichtige Saule in der Brustkrebstherapie. Sie wird vor allem nach einer Operation als
ergdnzende Therapie eingesetzt, um einem Ruckfall vorzubeugen und zielt auf eine
Blockierung der Ostrogenrezeptoren oder eine Unterbrechung der Ostrogensynthese unter
Einsatz von Enzymmodulatoren ab. Zurzeit werden der Ostrogen-Rezeptorblocker
Tamoxifen ~ und  verschiedene  Aromatase-Inhibitoren  standardmaRig in  der
Brustkrebstherapie eingesetzt (Palmieri et al. 2013). Dennoch ist diese Therapieform nicht
immer erfolgreich und die Hemmung weiterer Enzyme erscheint sinnvoll. So stehen
beispielsweise Sulfatase-Inhibitoren im Fokus der Forschung, welche ein Zunutzemachen
der inaktiven sulfatierten Vorstufen verhindern kdnnten. Die Substanz STX64 (664 Coumate,
Irosustat) wurde in zwei Phase-I-Studien an Brustkrebspatienten getestet und kénnte als
erganzendes Therapeutikum zu Aromatase-Inhibitoren dienen (Stanway et al. 2006;
Coombes et al. 2013). Eine weitere mdgliche Option der Brustkrebstherapie kénnte die
Blockade der transportervermittelten Aufnahme von sulfatierten Vorstufen sein. In einer
Dissertation an diesem Institut konnte eine Expression von SOAT in Brusttumoren
nachgewiesen werden (Funk 2009). Eine SOAT-transfizierte hormonsensitive Brustzelllinie
T47D zeigte zudem eine erhohte Zellproliferation nach Inkubation mit E;S, wie es auch in
hormonabhéangigen Brusttumoren vorkommt. Dieser Effekt konnte durch Inkubation mit den
oben beschriebenen Stoffen, dem Ostrogen-Rezeptorblocker Tamoxifen und dem Sulfatase-
Inhibitor STX64, verhindert werden. Doch auch die Inkubation mit den SOAT-Inhibitoren 2-
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und 4-SMP konnte die erhdhte Proliferation aufheben (Karakus 2009). Dies bestatigt, dass
auch die Hemmung von Steroidsulfattransportern wie SOAT ein Baustein in der
Brustkrebstherapie darstellen kénnte.

Als weiteres am Reproduktionsgeschehen beteiligtes Organ weist die Plazenta eine SOAT-
Expression auf, jedoch ist die genaue Lokalisierung unbekannt. In isolierten mononuklearen
Trophoblasten erfolgt eine natriumabhéngige Aufnahme von DHEAS, die durch
Steroidsulfate und BSP hemmbar ist (Ugele und Simon 1999; Ugele et al. 2003).
Mdglicherweise ist der natriumabhangige Transporter SOAT hier an der DHEAS-Aufnahme

beteiligt. Die Lokalisierung von SOAT in der Plazenta ist ein Gegenstand dieser Arbeit.

1.5 Die Familie der SLCO-Transporter
1.5.1 Eigenschaften der SLCO-Familie

Die Organic Anion Transporting Polypeptides (OATPs) sind Transporter, die in der SLCO-
Familie (SLC21-Familie) zusammengefasst werden. Sie vermitteln die Aufnahme von
amphipathischen organischen Anionen mit einer Molekularmasse uber 300 Da. Einige
Substrate sind allerdings auch Kationen oder ungeladene Molekile (Hagenbuch und Stieger
2013). Amphipathische Molekile enthalten sowohl einen polaren hydrophilen, als auch einen
unpolaren lipophilen Teil. In das Substratspektrum der OATPs zdhlen Gallensauren,
Steroidkonjugate, Schilddriisenhormone, Xenobiotika und verschiedene Medikamente, die
sie unabhangig von Natrium aufnehmen (Hagenbuch und Stieger 2013). Mit ihrer
natriumunabhangigen Transportaktivitdt unterscheiden sie sich deutlich von der zuvor
beschriebenen natriumabhangigen SLC10-Familie. Die Nomenklatur fir die Benennung der
Transporter ist auf die Unterteilung in Familien und Unterfamilien ausgerichtet. Es existieren
sechs Familien (OATP1-OATP6) und 13 Unterfamilien (OATP1A, OATP1B usw.). Die
einzelnen Mitglieder der Unterfamilien sind jeweils in der Reihenfolge ihrer Identifizierung
benannt, z. B. OATP1A2 als zweites identifiziertes Protein aus der Unterfamilie OATP1A. Die
Proteinnamen werden wie beschrieben als OATP angegeben, der Genname als SLCO mit
gleicher Nummerierung wie die Proteine, z.B. SLCO1A2 (Hagenbuch und Meier 2004).
Inzwischen sind elf humane OATPs bekannt (Hagenbuch und Stieger 2013).

Der Transportmechanismus der OATPs ist noch nicht vollstandig geklart, es wird jedoch
angenommen, dass es sich um organische Anionen-Austauscher handelt (Hagenbuch und
Stieger 2013). In einzelnen Ratten-Oatps dienen Glutathion oder Glutathion-Konjugate als
Gegenion fur Taurocholat (Li et al. 1998, 2000). Leuthold et al. (2009) konnten Bicarbonat
(HCO3) als Gegenion fir aufgenommene organische Anionen identifizieren. Zuséatzlich

bewirkt in 12 von 13 getesteten OATPs von Mensch und Ratte eine Senkung des
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extrazellularen pH-Wertes eine Stimulation der Substrataufnahme und eine Senkung der
Michaeliskonstante, was eine erhdhte Affinitdt des Transporters gegeniber dem Substrat
bedeutet. Die erhdhte Aufnahme geht mit einem gesteigerten Efflux von Bicarbonat einher,
das mit extrazellularen Protonen zu H,O und CO, neutralisiert wird. Der damit erreichte
auswarts gerichtete Bicarbonatgradient erleichtert wiederum die Aufnahme von Substraten in
die Zelle. Ein saures Mikroklima um die OATPs fiihrt somit zu einer verbesserten
Substrataufnahme (Leuthold et al. 2009).

1.5.2 OATPs in der humanen Plazenta

In der humanen Plazenta befinden sich die Transporter OATP2B1, OATP1A2 und OATP4Al
(Tamai et al. 2000; Patel et al. 2003). Da dem OATP2B1 aufgrund seiner Lokalisation und
seines Substratspektrums eine besondere Rolle bei der Versorgung der Plazenta mit
Steroidsulfathormonen zukommt, wird diesem Transporter ein eigenes Kapitel (1.5.3)
gewidmet.

OATP1A2 wurde in Synzytiotrophoblasten, Zytotrophoblasten und in extravillaren
Trophoblasten immunhistochemisch nachgewiesen (Loubiére et al. 2010). OATP4A1
hingegen wurde membranstandig in der apikalen Membran von Synzytiotrophoblasten
detektiert (Sato et al. 2003; Loubiére et al. 2010). Beide Transporter enthalten sulfatierte
Steroidhormone in ihrem Substratspektrum. OATP1A2 weist eine hohe Affinitat gegenuber
DHEAS auf (Kullak-Ublick et al. 1998) und transportiert mit geringerer Affinitat E;S (Bossuyt
et al. 1996; Lee et al. 2005). Die hdchste Expression dieses Transporters liegt im Gehirn vor,
wo er in der Blut-Hirn-Schranke lokalisiert ist (Tamai et al. 2000; Lee et al. 2005; Bronger et
al. 2005). Auch OATP4A1 transportiert E;S, wobei hierfir nur eine geringe Transportaktivitét
festgestellt wurde. Er ist wahrscheinlich vor allem in den Schilddriisenhormontransport
involviert und zeigt eine breite Gewebeverteilung (Tamai et al. 2000). Der Transport von
Schilddrisenhormonen ist eine Gemeinsamkeit der beiden Transporter und sie beteiligen
sich damit an der Versorgung der Plazenta und des Fetus mit maternalen
Schilddrisenhormonen (Fujiwara et al. 2001; van der Deure et al. 2010). Diese sind fir das
Wachstum des Fetus, vor allem des zentralen Nervensystems (Haddow et al. 1999; Pop et
al. 2003; de Escobar et al. 2004) und fur die normale Ausbildung der Plazenta, die mit
Schilddrisenhormon-Rezeptoren ausgestattet ist, von Bedeutung. Schilddrisenhormon-
mangel geht mit Malplazentation einher, die zu Abortneigung oder intrauteriner
Wachstumsretardierung (IUGR — Intrauterine Growth Restriction) fuhren kann (Kilby et al.
1998).
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1.5.3 OATP2B1 (SLCO2B1) fur die lokale Ostrogenbereitstellung

Die Identifizierung von OATP2B1 (SLCO2B1) wurde im Jahr 2000 veréffentlicht und zeigt im
Gegensatz zu anderen OATPs eine recht enge Substratspezifitdt, aber sehr breite

Gewebeexpression (Tamai et al. 2000).

Substratspektrum

Substrate des OATP2B1 sind die Steroidsulfate E;S, DHEAS und PREGS (Tamai et al.
2000; Kullak-Ublick et al. 2001; Grube et al. 2006a). Die Aufnahme von PREGS ist allerdings
recht gering (Grube et al. 2006a) und DHEAS scheint nur ein schwaches Substrat zu sein
(Pizzagalli et al. 2003). In stabil transfizierten OATP2B1-HEK293-Zellen zeigt der Vergleich
der Michaeliskonstanten von E;S und DHEAS eine etwa 10-fach hohere Affinitat des
Transporters zu E;S als zu DHEAS, so dass E;S ein Hauptsubstrat fir OATP2B1 zu sein
scheint (Ugele et al. 2008). Die Gallensaure Taurocholat wird nur unter sauren Bedingungen
transportiert (Kobayashi et al. 2003; Nozawa et al. 2004). Weitere identifizierte Substrate
sind Prostaglandin E, (Tamai et al. 2000), das Schilddrisenhormon Thyroxin (Leuthold et al.
2009) und BSP (Kullak-Ublick et al. 2001). Zudem wurden einige Medikamente als Substrat
des OATP2B1 identifiziert, beispielsweise Substanzen aus der Gruppe der Statine, bei

denen es sich um Cholesterinsenker handelt (Roth et al. 2012).

Organverteilung und physiologische Bedeutung

OATP2B1 weist ein sehr breites Expressionsprofil auf und wurde in vielen Geweben auf
MRNA-Ebene nachgewiesen (Tamai et al. 2000). In der Plazenta wurde das OATP2B1-
Protein wahrend der gesamten Gestation in der basalen Membran der Synzytiotrophoblasten
und in der Membran von Zytotrophoblasten detektiert und ermdglicht dort die Aufnahme von
Stoffen aus dem fetalen Blut (Abb. 1.4; St-Pierre et al. 2002). Aufgrund der niedrigen Affinitat
von OATP2B1 zu DHEAS scheint der Transporter in der Plazenta jedoch weniger an der
Neusynthese von plazentaren Ostrogenen beteiligt zu sein, sondern vermittelt vornehmlich
die Entfernung von Ostrogensulfaten (E;S) aus dem fetalen Blut. Die hohe Expression von
Sulfatase im Synzytiotrophoblasten ermdglicht die vollstdndige Desulfatierung von E;S und
Freisetzung aktiver Ostrogene (Ugele et al. 2008).

Die hochste mRNA-Expression wurde in der Leber detektiert, wo das OATP2B1-Protein in
der basolateralen Membran der Hepatozyten lokalisiert ist (Kullak-Ublick et al. 2001). Zudem
konnte das Protein in der apikalen Membran von Darmepithelzellen nachgewiesen werden
(Kobayashi et al. 2003). An beiden Lokalisationen spielt die unter Kapitel 1.5.1 beschriebene
gesteigerte Aufnahme von Substraten unter sauren Bedingungen eine besondere Rolle. An
der apikalen Membran der Enterozyten herrscht ein saures Milieu, so dass neben den

anderen bekannten Substraten auch die Gallensaure Taurocholat aufgenommen werden
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kann. Auch an der basolateralen Membran der Hepatozyten wird ein saures Mikroklima
diskutiert, welches lber einen Na'/H*-Austauscher aufrechterhalten wird (Kobayashi et al.
2003; Nozawa et al. 2004; Leuthold et al. 2009).

In der Brustdrise wurde die Expression verschiedener Carrier fir organische Anionen aus
den Familien der OATPs und der Organic Anion Transporter (OATS) getestet. Hierbei wurde
der OATP2B1 als der am hdchsten exprimierte Carrier sowohl in normalem als auch in
tumordésem  Brustgewebe identifiziert und im Myoepithel detektiert, das die
Duktusepithelzellen der Brustdriise umgibt (Pizzagalli et al. 2003). In diesen Zellen ist bereits
eine Expression der Sulfatase bekannt (Tobacman et al. 2002) und OATP2B1 kénnte daher
auch hier eine besondere Rolle bei der Versorgung von Zellen mit aktiven Ostrogenen
zukommen.

Aufgrund der ubiquitaren Verteilung sowohl von OATP2B1 als auch von Sulfatase vermuten
Ugele et al. (2008) eine generelle Bedeutung des Transporters fir die Versorgung von Zellen
mit aktiven Ostrogenen, die lber den Sulfataseweg aus sulfatierten Ostrogenen zur
Verfligung gestellt werden kdnnen. Weitere bereits bekannte Lokalisationen des OATP2B1-
Proteins sind epidermale Keratinozyten (Schiffer et al. 2003), das Ziliarkérperepithel des
Auges (Gao et al. 2005), BlutgefaRendothelzellen des Herzens (Grube et al. 2006b), die
Zellmembran von Skelettmuskelzellen (Knauer et al. 2010) und Endothelzellen der Blut-Hirn-
Schranke (Bronger et al. 2005).

1.6 Die Familie der SLC22-Transporter
1.6.1 Uberblick Uber die SLC22-Familie

Die SLC22-Familie enthélt drei Typen von Transportern, die Organic Cation Transporter
OCTs, die Organic Zwitterion/Cation Transporter OCTNs (auch Novel Organic Cation
Transporter) und die Organic Anion Transporter OATs (Koepsell 2013). Da sulfatierte
Steroide bei physiologischem pH-Wert negativ geladen vorliegen, fallen sie in das
Transportspektrum der OATs. Gemeinsam ist den bisher charakterisierten OATSs ihre breite
Substratspezifitdt und der Austausch extrazellularer und intrazellularer Anionen (Burckhardt
2012). Viele OATs befinden sich in der Niere, so auch der OAT4, der aufgrund seiner

zusatzlichen Lokalisation in der Plazenta hier naher beschrieben wird.

1.6.2 OAT4 (SLC22A11) als Anionenaustauscher in Niere und Plazenta

Die Isolierung des Organic Anion Transporter 4 (OAT4, SLC22A11) aus der humanen Niere
wurde im Jahr 2000 veroffentlicht (Cha et al. 2000) und der Transporter bisher aufl3er beim

Menschen auch bei Affen und Hunden nachgewiesen, nicht allerdings bei Nagern (Bleasby
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et al. 2006). OAT4 ist ein Antiporter, der sowohl in die Aufnahme als auch Abgabe
endogener Metaboliten und Xenobiotika involviert ist.

Substratspektrum

OAT4 vermittelt den Influx der sulfatierten Steroide E;S und DHEAS (Cha et al. 2000).
Messungen in Xenopus-Oocyten zeigten eine natriumunabhangige Aufnahme von E;S (Cha
et al. 2000), in stabil transfizierten OAT4-HEK293-Zellen hingegen war die Aufnahme von
E:S und DHEAS partiell natriumabhangig mit ca. 50 % niedrigeren Aufnahmeraten in
Abwesenheit von Natrium (Hagos et al. 2007b; Ugele et al. 2008). Neben E;S und DHEAS
werden Urat (Hagos et al. 2007b), Prostaglandin E, und Prostaglandin F,, (Kimura et al.
2002) aufgenommen. Des Weiteren findet ein Transport der Toxine Ochratoxin A (Cha et al.
2000) und Aflatoxin B1 (Tachampa et al. 2008) sowie von Medikamenten statt,
beispielsweise von einigen Diuretika (Burckhardt 2012). Als Gegenion fur die Aufnahme von
organischen Anionen, gezeigt an den Beispielen Urat und E;S, wurden im Zellinneren
vorhandene Dicarboxylate (a-Ketoglutarat) oder Hydroxylionen (OHY) identifiziert
(Ekaratanawong et al. 2004; Hagos et al. 2007b). Der Efflux von organischen Anionen,
gezeigt fur p-Aminohippurat, erfolgt gegen extrazellulares E;S oder Chloridionen. Aufgrund
seiner unterschiedlichen Substratspezifitdt in Influx- und Efflux-Richtung, wird der OAT4
auch als asymmetrischer Antiporter bezeichnet (Hagos et al. 2007b).

Organverteilung und physiologische Bedeutung

Beim Menschen wird OAT4 stark in Niere und Plazenta exprimiert (Cha et al. 2000;
Nishimura und Naito 2005; Bleasby et al. 2006), zusatzlich konnte eine Expression in der
Nebenniere gezeigt werden (Steckelbroeck et al. 2004; Asif et al. 2005).

In der Niere ist OAT4 in der apikalen Membran proximaler Tubuluszellen lokalisiert und
befindet sich somit an der lumenwarts gerichteten Seite der Zellen (Babu et al. 2002;
Ekaratanawong et al. 2004). Er beteiligt sich an der Reabsorption von Substanzen aus dem
Primarharn und nimmt organische Anionen, beispielsweise Urat oder E;S aus dem Lumen im
Austausch gegen im Zellinneren vorhandene Gegenionen auf (Hagos et al. 2007b).
Zusammen mit dem ebenfalls in der apikalen Membran proximaler Tubuluszellen gelegenen
Urat-Transporter URAT1 aus der gleichen Transporterfamilie spielt er eine wichtige Rolle im
Aufrechterhalten der Urat-Homdostase. Urate sind die Salze der Harnsaure, die in hdheren
Primaten das Endprodukt des Nukleinsdaureabbaus von Purinbasen darstellen, da ihnen das
Enzym Urikase zum weiteren Abbau fehlt (Watanabe et al. 2002). Aufgrund der relativ hohen
Ruckresorption von Uraten in der Niere liegen bei Hominiden im Vergleich zu anderen
Saugetieren recht hohe Urat-Plasma-Spiegel vor. Urate wirken als freie Radikalfanger, die
den Korper und vor allem das Gehirn gegen oxidative Schaden schitzen (Hooper et al.

2000). Ein weiterer evolutiver Vorteil liegt méglicherweise in der Fahigkeit, den Blutdruck
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unter Aufnahme von Nahrung mit geringem Salzgehalt, aufrechtzuerhalten. Umgekehrt
tragen Urate heutzutage, wo Mahlzeiten einen hohem Salzgehalt aufweisen, zur Entstehung
von Bluthochdruck und kardiovaskularen Erkrankungen bei (Watanabe et al. 2002). Ein
Ausfall von OAT4 oder dem Urat-Transporter URATL1 fuhrt zu einer verminderten Urat-
Ruckresorption und damit zu einer erhohten Urat-Ausscheidung tber den Urin. Dies
resultiert in einer Hypourikamie (Hagos et al. 2007b).

Zusatzlich zur Reabsorption von Anionen aus dem Primarharn kann OAT4 Uber seine Efflux-
Funktion Stoffe in den Primarharn sezernieren, wenn diese zuvor von der Zelle durch
Transporter an der basalen Membran aus dem Blut aufgenommen wurden. Ein bekanntes
Efflux-Substrat ist p-Aminohippurat (Diagnostikum zur Untersuchung der Nierenfunktion),
doch auch fir andere Medikamente wird ein Efflux vermutet. Dies kann unter
Berlcksichtigung der Antiportereigenschaften von OAT4 unerwinschte Folgen nach sich
ziehen. Eine Behandlung mit dem Schleifendiuretikum Torasemid oder mit Thiaziddiuretika,
die Uber den OAT4 ins Lumen der Nierentubuli sezerniert und ausgeschieden werden,
bewirkt eine erhohte Aufnahme des Gegenions Urat aus dem Lumen und damit einen
erhohten Urat-Plasmaspiegel (Hagos et al. 2007a; 2007b). Ein Ausfallen von Natriumuraten
kann zu Gicht fihren, weshalb die Anwendung dieser Medikamente bei einer bestehenden
Erkrankung vermieden werden sollte (Ratiopharm - Beipackzettel Torasemid 2011;
Ratiopharm - Beipackzettel HCT 2012).

In der Plazenta ist OAT4 wahrend der gesamten Gestation in der basalen Membran der
Synzytiotrophoblasten und der Membran von Zytotrophoblasten lokalisiert und vermittelt die
Entfernung von sulfatierten Steroiden und toxischen anionischen Substanzen aus dem
fetalen Blut (Abb. 1.4; Cha et al. 2000; Ugele et al. 2003). Im Gegensatz zum Transporter
OATP2B1 nimmt OAT4 DHEAS und E;S gleichermalRen gut auf, so dass OAT4 eine wichtige
Funktion in der Versorgung des Synzytiotrophoblasten mit geeigneten Vorstufen fir die
Ostrogensynthese zukommt (Ugele et al. 2008). Da die fetale Niere und Leber nur eine
geringe Kapazitat fur die Ausscheidung toxischer Substanzen haben, ist hierbei die Plazenta
gefordert und OAT4 kdnnte daran mit seiner breiten Substraterkennung beteiligt sein (Cha et
al. 2000). Zusatzlich wird eine wichtige Rolle von OAT4 in der Erhaltung der Urat-
Homoostase der Plazenta diskutiert. Vor allem im ersten Trimester, wo antioxidative
Enzymaktivitdten und Antioxidantien wie Glutathion gering vorhanden sind, kdnnte Urat den

Fetus vor oxidativen Schaden schiitzen (Hagos et al. 2007b).
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1.7 Die Chorionkarzinomzelllinie JEG-3

Ein Chorionkarzinom ist ein maligner Tumor der Trophoblastenzellen, der sehr frih
metastasiert. Haufig geht ihm eine hydatiforme Mole voraus, es tritt aber auch nach Aborten,
ektopischen Schwangerschaften oder sogar nach normalen Schwangerschaften auf (Haller
1999). Der Kultivierung einer fur die Zellkultur geeigneten Zelllinie waren einige Schritte
vorgeschaltet. Zunachst wurden Zellen einer Gehirnmetastase, die von einem
Chorionkarzinom abstammte, in die Backentasche von Hamstern transplantiert und Uber
mehrere Jahre und Generationen Kkultiviert (Hertz 1959). Kohler und Bridson (1971)
entwickelten daraus sechs verschiedene Chorionkarzinomzellklone, JEG 1-4 und 7-8. Diese
produzieren hCG, humanes Plazentalaktogen, Progesteron und metabolisieren C19-Steroide
in Ostrogene (Kohler et al. 1971; Kohler und Bridson 1971). Der Klon Nr. 3 (JEG-3) hat sich
am meisten durchgesetzt, da er die héchste hCG-Produktion zeigt und am effektivsten
Estradiol aus DHEAS bildet (Kohler et al. 1971). JEG-3-Zellen exprimieren das Cholesterol-
side-chain-cleavage-Enzym P450scc, das unter Abspaltung der Seitenkette die Umwandlung
von Cholesterol zu Pregnenolon vornimmt. Au3erdem werden die Enzyme 3B-HSD, 17p3-
HSD, Sulfatase und Aromatase exprimiert, so dass die nétigen Enzyme fir die Progesteron-
und Ostrogensynthese vorliegen (Samson et al. 2009). Fir die Sulfatase ist in JEG-3-Zellen
eine 10-fach niedrigere Aktivitat im Vergleich zur Aktivitat in Synzytiotrophoblasten bekannt,
die damit den Werten in Zytotrophoblasten gleicht (Dibbelt et al. 1994). Auch morphologisch
ahneln JEG-3-Zellen eher den Zytotrophoblasten, da sie keine Synzytien ausbilden.

Messungen an isolierten Trophoblasten und JEG-3-Zellen in Suspension zeigen, dass
JEG-3-Zellen im Gegensatz zu Trophoblasten tber einen Zeitraum von 30 Minuten nicht in
der Lage sind, DHEAS aufzunehmen. Dies deutet darauf hin, dass JEG-3-Zellen eine
verminderte Expression von Steroidsulfattransportern aufweisen (Ugele und Simon 1999).
Durch stabile Transfektion von Transportern in JEG-3-Zellen sollten in dieser Arbeit
verschiedene JEG-3-Zelllinien generiert werden, die jeweils einen Steroidsulfattransporter
(SOAT, OATP2B1, OAT4) stabil exprimieren. In Kombination mit ihrer Fahigkeit zur
Ostrogensynthese sollten sie als Modell fiir humane Trophoblastenzellen dazu dienen, die
Rolle der verschiedenen Steroidsulfattransporter fur die Ostrogensynthese der Plazenta zu

beleuchten.
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1.8 Zielsetzung

Die humane Plazenta bildet wahrend der Schwangerschaft hohe Mengen an Ostrogenen.
Dazu verwendet sie sulfatierte Steroide aus dem fetalen und maternalen Blut, vor allem C19-
Steroide wie DHEAS und 16a-OH-DHEAS, um diese in Estron und Estradiol bzw. in Estriol
umzuwandeln. Sulfatierte Steroide konnen allerdings nur mit Hilfe von Transportern in die
Zellen gelangen. Diese Transporter standen im Zentrum dieser Arbeit, die folgende Ziele
hatte:

1. Lokalisation des Steroidsulfattransporters SOAT: Eine mRNA-Expression von SOAT
wurde in der humanen Plazenta detektiert, konnte allerdings bisher nicht eindeutig zellular
lokalisiert werden. Wahrend Transporter auf der basalen Seite der Synzytiotrophoblasten
bereits bekannt sind, die sulfatierte Steroide aus dem fetalen Blut aufnehmen, ist die
Situation an der apikalen (maternalen) Membran noch ungewiss. Ob SOAT diese Aufgabe

Ubernimmt, soll in dieser Arbeit untersucht werden.

2. ldentifizierung der Transporter fir die 16a-OH-DHEAS-Aufnahme: Das fetale 16a-OH-
DHEAS dient als Vorstufe fir die plazentare Synthese von Estriol, das als
,~Schwangerschaftshormon® flr die Evaluierung der fetalen Gesundheit herangezogen
werden kann. In dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Transporter die Aufnahme in

die Synzytiotrophoblasten vermitteln.

3. Untersuchung der Rolle einzelner Transporter fiir die plazentare Ostrogensynthese: Die
von einem Chorionkarzinom abstammende Zelllinie JEG-3 besitzt alle Enzyme, um
sulfatierte Ostrogenvorstufen in Ostrogene umzuwandeln. Allerdings sind JEG-3-Zellen im
Vergleich zu Trophoblastenzellen vermindert mit Steroidsulfattransportern ausgestattet. Die
Generierung von JEG-3-Zelllinien, die stabil die Steroidsulfattransporter SOAT, OATP2B1
und OAT4 exprimieren, soll Aufschluss dariiber geben, welche Bedeutung den einzelnen

Transportern fir die plazentare Ostrogensynthese zukommt.
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2 MATERIAL

2.1  Zellkultur
2.1.1 Zelllinien

JEG-3-Zellen (CLS Cell Lines Services GmbH, Eppelheim)
Ursprung: Humanes Chorionkarzinom (Plazenta)
Charakteristika: Adhéarent wachsend
Produzieren humanes Choriongonadotropin (hCG), humanes

Plazentalaktogen, Progesteron und kénnen C19-Steroide in
Ostrogene umwandeln (Kapitel 1.7).

Flp-In T-Rex 293-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe)
Wirtszelllinie: Human embryonic kidney cells 293 (HEK293)

Modifikation: Stabile Integration einer FRT site (pFRT/lacZeo) und eines
Tetrazyklin-Repressors (pcDNAG6/TR) in das Genom

Charakteristika: Adharent wachsend
Zeocin-resistent - Selektion auf FRT site
Blasticidin-resistent = Selektion auf Tetrazyklin-Repressor

Flp-In T-Rex 293-Zellen werden im weiteren Verlauf der Arbeit als Flpln-HEK293-Zellen

bezeichnet.

Stabil transfizierte HEK293-Zelllinien
FlpIn-HEK293-Zellen wurden in Verbindung mit dem Flp-In-System von Invitrogen zur
Generierung verschiedener Transporter-exprimierender Zelllinien genutzt. Diese lagen

bereits fertig vor:

Zelllinie Expressionsvektor
SOAT-HEK293 SOAT-pcDNA5/FRT/TO
OATP2B1-HEK293 OATP2B1-pcDNA9/FRT/TO
OAT4-HEK293 OAT4-pcDNAS/FRT
NTCP-HEK293 NTCP-pcDNAS/FRT/TO
ASBT-HEK?293 ASBT-pcDNAS5/FRT/TO

Die SOAT-HEK293-Zellen wurden in Zusammenarbeit im Institut fur Pharmakologie und
Toxikologie (Giel3en) und im Labor von Dr. B. Ugele (Minchen) generiert (Geyer et al. 2007).
Die OATP2B1-, und OAT4-HEK293-Zellen wurden im Labor von Dr. B. Ugele generiert, die
NTCP- und ASBT-HEK293-Zellen am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie.

Der pcDNAS/FRT/TO- bzw. pcDNA9FRT/TO-Vektor enthalten vor dem zu transkribierenden

Gen zwei Tetrazyklin-Operator 2 (TetO,)-Sequenzen. An diese lagern sich jeweils ein
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Tetrazyklin-Repressor-Homodimer an, die vom pcDNA6/TR-Vektor gebildet werden und die
Transkription des Gens verhindern. Nach Zugabe von Tetrazyklin (1 pg/ml) fihrt dessen
Anlagerung zu einer Konformationsanderung und Ablésung des Repressors. Das Gen kann
nun transkribiert werden. Die Tetrazyklin-Induktion erfolgte idealerweise 72 h vor
Versuchsbeginn (Doring 2010). Abweichend hiervon erfolgte die stabile Transfektion von
OAT4 in Flp-In 293-Zellen ohne Tetrazyklin-Repressor, die somit keine Tetrazyklin-Induktion
bendtigen.

2.1.2 Vektoren

pFRT/lacZeo-Vektor

Flp Recombination Target (FRT) site: Bindungs-
und Schnittstelle der Flp-Rekombinase

lacZ-Zeocin-Fusionsgen: Enthalt das lacZ-Gen,
das fur die B-Galactosidase codiert, und das
Zeocin-Resistenzgen fur die Selektion stabil
transfizierter Zellen

pFRT/lacZeo

Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase): Ermdglicht 8106 bp
Selektion transformierter E. coli

(Invitrogen - Handbuch pFRT/lacZeo 2002)

pcDNAS5/FRT-Vektor

Multiple cloning site: Ermdglicht Einfigen des
Wunschgens

FRT site

Hygromycin-Resistenzgen (ohne ATG): Ermoglicht
Selektion stabil transfizierter Zellen, sobald der
Vektor tber die FRT site mit dem ATG-Codon und
dem SV40-Promtor des pFRT/lacZeo-Vektors
verbunden ist (Abb. 3.2)

Ampicillin-Resistenzgen
(Life Technologies - Handbuch pcDNA5S/FRT 2012)
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pcDNAS5/FRT/TO-Vektor

wie pcDNAS/FRT mit 2 Tetrazyklin Operator 2
(TetO,)-Sequenzen: Bindungsstelle fur Tetrazyclin-
Repressor-Homodimere

(Invitrogen - Handbuch pcDNA5/FRT/TO 2010)

pOG44

FLP: Codiert eine temperatursensitive Flp-
Rekombinase, die Rekombination tiber FRT sites
vermittelt

Ampicillin-Resistenzgen
(Life Technologies - Handbuch pOG44 2012)

Die Vektoren wurden von Invitrogen (Karlsruhe) erworben.

Pme |
Afl
Hind Il
Asp718 |
Kpn |
BamH |
BstX |
EcoR V
BstX |
Not |
Xho |
Eco0109 |
Apa
Pme |

pcDNA9/FRT/TO (basierend auf pcDNAS/FRT und pcDNA4/TO)

Im Labor von Dr. B. Ugele (Miinchen) wurde der Vektor pcDNA5S/FRT mit dem Tetrazyklin-
Operon von pcDNA4/TO zusammengefugt; 5,07 kb Gesamtlange.

2 TetO,-Sequenzen, Multiple cloning site, FRT site, Hygromycin-Resistenzgen, Ampicillin-

Resistenzgen
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2.1.3 Zellkulturmedien und -l6sungen

Substanz Menge | Endkonzentration
JEG-3-Medium (400 ml) Ham’s F12 324 ml

FKS 60 ml 15 %

L-Glutamin [200 mM] 8 ml 4 mM

Pen/Strep [10000 U/ml; 4 ml 1%

10000 pg/ml]

MEM Non-essential Amino 4 ml 1%

Acids

Substanzen zusammengeben und Medium im Kihlschrank

lagern.

HEK?293-Medium DMEM High Glucose 174 ml

(400 ml) Ham’s F12 174 ml
FKS 40 ml 10 %
L-Glutamin [200 mM] 8 ml 4 mM
Pen/Strep [10000 U/ml; 4 ml 1%
10000 pg/ml]
Substanzen zusammengeben und Medium im Kihlschrank
lagern.

PBS (11) NaCl 849 137 mM
KCI 02¢g 2,68 mM
Na,HPO,x 2 H,0O 1,349 7,3 mM
KH,PO, 0,29 1,47 mM
ddH,O ad 11

Mit HCI auf pH 7,4 einstellen und autoklavieren.

HEPES-Puffer (11)

HEPES 4779 18 mM
NaCl 7,079 120 mM
KCI 0,449 5mM
KH,PO, 0,06 g 0,4 mM
Na,HPO, x 7 H,O 0,08 ¢ 0,3 mM
Glucose lg 6 mM
Phenolrot 0,01g 0,03 mM
EDTA-Dinatrium x 2 H,O 0,37 ¢ 1 mM
ddH,O ad 11

Mit HCI/NaOH auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren und im

Kihlschrank lagern.
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Trypsinlésung (50 ml) Trypsin EDTA (10 x) 0,5 %/ 5ml 0,05 %/0,02 %
0,2 % in DPBS (PAA)
HEPES-Puffer 45 mi
Beschichtungsmedium Poly-L-Lysin-Hydrobromid 5 mg 100 pg/mi
PBS 50 mi
Trypanblau (100 ml) Trypanblau 49 4%
NaCl 09g 0,9 %
ddH,O 100 ml
2.1.4 Antibiotika
Antibiotika Verwendungszweck Endkonzentration Hersteller
Zeocin Selektion auf 10 pg/ml bei JEG-3 InvivoGen, Toulouse,
(2100 mg/ml) pFRT/lacZeo 100 pg/ml bei HEK293 Frankreich

Hygromycin B

Selektion auf Insert

10-40 pg/ml bei JEG-3

Roth, Karlsruhe

(50 mg/ml) 150 pg/ml bei HEK293
Blasticidin S Selektion auf 15 pg/ml bei HEK293 Roth, Karlsruhe
Hydrochlorid pcDNAG/TR (Tetra-

zyklin-Repressor)
Tetrazyklin Induktion der 1 pg/ml bei HEK293 Roth, Karlsruhe
Hydrochlorid Proteinexpression

2.2  Antikérper

Antikdrper Epitop Spezies Hersteller
Primarantikorper
SLC10A6 C-13 C-Terminus SOAT Polyklonal,  Santa Cruz
Kaninchen  Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
SOAT311.377 C-Terminus SOAT, Polyklonal, Die Herstellung des
Aminoséaure 311-377 Kaninchen  Antigens erfolgte von
Dr. J6rg Alber und
Kurt Stumpf an
diesem Institut, die
Generierung des
Antikorpers von
Eurogentec, Seraing,
Belgien
Anti-GAPDH C-Terminus GAPDH Polyklonal,  Sigma, Saint Louis,
Ziege MO, USA
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Antikorper Epitop Spezies Hersteller
Sekundarantikdrper

Alexa Fluor 488 Goat Kaninchen IgG Ziege Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Rabbit IgG (H+L)

Cappel Peroxidase- Kaninchen IgG Ziege MP Biomedicals,
conjugated Goat IgG Singapur

Fraction to Rabbit IgG

Polyclonal Goat anti- Kaninchen IgG Ziege Dako Cytomation,
Rabbit Immunoglobulins/ Glostrup, Danemark
Biotinylated E0432

ZyMAX Rabbit anti-Goat Ziege IgG Kaninchen  Invitrogen, Karlsruhe

IgG (H+L)-HRP

Sonstige
Anti-Digoxigenin-AP, Fab-
fragments

Roti-Mark WESTERN
HRP-Konjugat

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roth, Karlsruhe

2.3 Enzyme

2.3.1 Polymerasen

DNA-Polymerasen
AmpliTag Gold DNA Polymerase (5 U/pl)

Fast Start High Fidelity PCR-System

RNA-Polymerasen

SP6 RNA-Polymerase

T7 RNA-Polymerase

Reverse Transkriptasen

MultiScribe Reverse Transciptase (50 U/ul)

SuperScript Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCR

2.3.2 Restriktionsenzyme

BamHI (20 U/ul)
Scal (10 U/pl)
Xhol (20 U/ul)

Applied Biosystems, hergestellt von Roche
Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Promega, Madison, WI, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

NEB, Ipswich, MA, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
NEB, Ipswich, MA, USA
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2.3.3

DNasen und RNasen

DNase I, RNase-free (1 U/ul)

DNase | recombinant, RNase-free (10 U/pul)
Ribonuclease A from bovine pancreas

(RNase A)

Ribonuclease T1 from Aspergillus oryzae

(RNase T1)

2.4

Real-Time gRT-PCR

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA):

Gen Assay Gen Assay
B-Aktin Hs01060665_g1 OSCP1 Hs00376771_m1
Hs99999903_m1 OSTa Hs00380895_m1
SOAT Hs01399354_m1 BCRP Hs00184979_m1l
NTCP Hs00161820_m1 Androgenrezeptor Hs00171172_m1l
ASBT Hs00166561_m1 Ostrogenrezeptor a Hs00174860_m1
OATP1A2 Hs00366488 m1l Ostrogenrezeptor B Hs00230957 _m1l
OATP3Al Hs00203184_m1 Sulfatase Hs00165853_m1
OATP4A1 Hs00249583_m1 Aromatase, CYP19A1 Hs00240671_m1
OATP2B1 Hs00200670_m1 Hum. Plazentalaktogen 1 Hs01862611 g1
OATP1C1 Hs00213714 ml Hum. Plazentalaktogen 2 Hs00831897_s1
OAT3 Hs00188599_m1 hCG Hs00361224 gH
OAT4 Hs00945829_m1 CYP3A4 Hs00604506_m1
OAT7 Hs00971064_m1 CYP3A7 Hs00426361_m1
GST Hs00542846 m1l CYP17A1 Hs01124136 ml
Assay-Nomenklatur: Hs:  Hs: Homo sapiens
~m:  Sonde Uberspannt Exongrenze zweier benachbarter Exone,
genomische DNA wird nicht detektiert.
_S: Sonde und Primer liegen innerhalb eines Exons,
genomische DNA wird detektiert.
g Genomische DNA kdnnte detektiert werden. Sonde und
Primer kdnnten innerhalb eines Exons liegen.
Komponenten: Zwei unmarkierte Primer

FAM-markierte TagMan MGB Sonde

TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA):

Komponenten:

AmpliTaq

Gold DNA Polymerase, UP (Ultra Pure)

Uracil-DNA-Glykosylase (UDG)
dNTPs mit dUTPs
Referenzfarbstoff ROX
Optimierte Pufferkomponenten
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2.5 Kits

BCA Protein Assay Kit
DNeasy Blood and Tissue Kit
RNeasy FFPE Kit

Universal Staining Kit AEC,

Biotin/Streptavidin System
VECTASTAIN Elite ABC Kit

2.6

5 x Transkriptions-Puffer (fir RNA-
Polymerasen)

6 x DNA Loading Dye (Ladepuffer)

10 x DIG-RNA-Labeling-Mix

10 x DNA GOLD Buffer

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30
Denhardt’s Solution 50x (BFP)
Dithiothreitol, DTT (10 mM)

DMEM High Glucose

dNTPs (10 mM)

EDTA-L6sung (pH 8; 0,5 M)

Eosin G-Ldsung, 0,5 % wassrig

FKS, fetales Kalberserum

Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagenz

Fugene HD Transfection Reagent

GelRED

GeneRuler DNA Ladder Mix

Hamalaunlésung, sauer, nhach Mayer

Hamatoxylinlésung nach Gill 1l

Ham’s F12

Hefe-tRNA (Ribonucleic acid, transfer from
baker's yeast, S. cerevisiae, 10 mg/ml)

Kaisers Glyceringelatine

Lachssperma-DNA (Deoxyribonucleic acid,
single stranded from salmon testes,
9-11 mg/ml)

Lithiumchloridlésung, 8 M

Low Molecular Weight DNA Ladder

MEM Non-essential Amino Acids

MgCl, (25 mM) fur PCR

NBT-BCIP

One Shot TOP10 Chemically Competent E.coli
Opti-MEM |

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
pCRII-TOPO-Vektor

Ponceau S Solution

ProLong Gold Antifade

Novagen (Merck KGaA), Darmstadt
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Biologo, Kronshagen

Biologo, Kronshagen

Kommerziell erhaltliche Puffer, Losungen und Reagenzien

Promega, Madison, WI, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Roche, Basel, Schweiz

Applied Biosystems, hergestellt von
Roche Molecular Systems, Branchburg,
NJ, USA

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Promega, Madison, WI, USA

PAA, Pasching, Osterreich

Applied Biosystems, hergestellt von
Roche Molecular Systems, Branchburg,
NJ, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma, Taufkirchen

Promega, Madison, WI, USA

Biotium, Hayward, CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA
NEB, Ipswich, MA, USA

Gibco, Carlsbad, CA, USA

Applied Biosystems, hergestellt von
Roche Molecular Systems, Branchburg,
NJ, USA

KPL, Gaithersburg, MD, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Carlsbad, CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe
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ProteoBlock Protease Inhibitor Cocktail

R09 One Shot B & W Film Developer
(1:5 in H,0)

Random Hexamers (50 puM)

Rapid Fixer (1:25 in H,0O)
RIPA-Puffer
RNase-Inhibitor (20 U/ul)

RNase Inhibitor (40 U/ul)

Roti-Lumin 1 und 2

Roti-Mark WESTERN Marker

Roti-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1, pH 7,5-8)

Rotiszint 22 eco Szintillatorol

S.0.C Medium

TRI-Reagent

Trypsin EDTA (10 x) 0,5 %/0,2 % in DPBS

Ziegenserum

2.7 Chemikalien und Substanzen

16a-OH-DHEAS

6-Aminohexansaure

Agar-Agar, Kobe I, pulv. (Art.-Nr. 5210.3)

Agarose

Ammoniumsulfat, APS

Ampicillin

Blasticidin S Hydrochlorid

Bovines Serumalbumin, BSA

Bovines Serumalbumin, BSA Fraktion V

Bromosulfophthalein, BSP

Bromphenolblau

Calciumchlorid Dihydrat, CaCl, x 2 H,O

Chloroform

Cholinchlorid

DAPI, 4, 6"-Diamidine-2"-Phenylindol
Dihydrochlorid

Dehydroepiandrosteron, DHEA

Dehydroepiandrosteron-3-sulfat, DHEAS

Deionisiertes Formamid

Dextran Coated Charcoal

Dextransulfat

D-Glucose

Diethylpyrocarbonat, DEPC

Dimethylsulfoxid, DMSO

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat,
Na,HPO, x 2 H,O

Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat,
NazHPO4 X7 HQO

EDTA-Dinatrium x 2 H,O

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Connect Chemicals, Vaihingen

Applied Biosystems, hergestellt von
Roche Molecular Systems, Branchburg,
NJ, USA

lIford, Cheshire, England
Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA
Applied Biosystems, hergestellt von
Roche Molecular Systems, Branchburg,
NJ, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
PAA, Pasching, Osterreich

DAKO Cytomation, Hamburg

Naxxar, Malta; Steraloids, Newport, RlI,
USA

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Boehringer Ingelheim, Heidelberg
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Essigsaure

Essigsaureanhydrid

Estron-3-sulfat, E;S

Ethanol (> 99,8 %)

Formamid

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt, pulv., fir die Bakteriologie
(Art.-Nr. 2363.3)

HEPES, N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
Ethansulfonsaure

Hygromycin B (50 mg/ml)

Immersion liquid Typ N (Ol fur Mikroskopie)

Isopropanol

Kaliumchlorid, KCI

Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,

Kaliumhydroxid, KOH

Kalium-Natrium-Tartrat

Kupfer(ll)sulfat Pentahydrat, CuSO,4 x 5 H,O

Levamisol-Hydrochlorid

L-Glutamin (200 mM)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, MgCl, x 6 H,0

Magnesiumsulfat-Heptahydrat, MgSO,4 x 7 H,0

Methanol

Milchpulver, blotting grade, pulv., fettarm
(Art.-Nr. T145.1)

Mineraldl fir Molekularbiologie

Natriumacetat Trihydrat

Natriumcarbonat, Na,COs;

Natriumchlorid, NaCl

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
NaH,PO, x H,O

Natriumhydrogencarbonat, NaHCO;

Natriumhydroxid, NaOH

o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid, ONPG

Paraformaldehyd, PFA

Paraformaldehyd, PFA 4 % in PBS 7,4

PBS Tabletten

Penicillin/Streptomycin (10000 Units/ml;
10000 pg/ml)

Phenolrot

Poly-L-Lysin Hydrobromid

Proteinase K

Salzsaure, HCI, 32 %

Sodium Dodecylsulfat, SDS

Stickstoff, flissig, N>

TEMED, N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin

Tetrazyklin Hydrochlorid

Triethanolamin

Trinatriumcitrat Dihydrat

Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Trypanblau

Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch
verdaut, fur die Mikrobiologie

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Steinheim; Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth Karlsruhe

Leica, Wetzlar

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe; PAA, Pasching
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sisse Labortechnik, Gudensberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe; PAA, Pasching

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Messer, Griesheim
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe
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Tween 20, Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat Roth, Karlsruhe

Wasser fur die Molekularbiologie Roth, Karsruhe
Wasserstoffperoxid 30 % Roth, Karlsruhe

Xylol 299 % Roth, Karlsruhe

Zeocin (100 mg/ml) InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Zitronensaure Monohydrat Merck, Darmstadt
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe

2.8 Radioaktiv markierte Substanzen

Substanz Spezifische Aktivitat Konzentration mCi/ml fmol/dpm
(Ci/mmal) (UM)
[*H]DHEAS 51,2 19,53 1 0,00887793
70,5 14,18 1 0,00644752
[*H]E.S 54,3 18,42 1 0,00837109
45,6 21,93 1 0,00832509

Die Substanzen wurden von PerkinElmer (Boston, MA, USA) erworben.

2.9 Gerate
Analysewaagen:
AE 260 Delta Range Mettler-Toledo, Giel3en
C-30 Microbalance Cahn Instruments, Cerritos, CA,
USA
Precisa 3000C-6000D DAK-Oerlikon, Zurich
Autoklav: Systec 3150 EL Systec, Wettenberg
Brenner: Fireboy eco Integra Biosciences, Fernwald
Birker Zahlkammer Roth, Karlsruhe
CO,-Inkubatoren:
Modell CO-24, Modell CO27 New Brunswick Scientific, Edison,
NJ, USA
Model NU-4750 NuAire, Plymouth, MN, USA

Elektroblotter: PerfectBlue ‘Semi Dry’-Blotter Sedec M PegLab, Erlangen
20cm x 20 cm

Elektrophorese-Gelschlitten: 12 x 18 cm; 7,5 x5 cm Werkstatt MZI, Giel3en
Elektrophorese-Kammern:
14,5 x 6,5cm; 35,5x11,0cm Werkstatt MZI, Giel3en

PerfectBlue Doppelgelsystem Twin L, 20 cm x 20 cm PeglLab, Erlangen
Elektrophorese-Spannungsgeber:

Electrophoresis Power Supply EPS600 Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK
Spannungsgeber (0-200 mA, 1 kV, 150 W) Werkstatt MZI, Giel3en
Flissigkeitsszintillationszahler: Wallac 1409 Pharmacia, Freiburg
Hybridisierungsofen: HB-1000 Hybridizer mit UVP Upland, CA, USA
Stripping-Rohrchen
Image Master Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK
Inkubator-Schttler: G24 Environmental Incubator New Brunswick Scientific,
shaker Edison, N.J., USA
Laminar Flows:
DanLAF VFR 1806 Claus Damm, Fredensborg,
Danemark
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NU-437-500-E
Clean Air Nsf 49

Magnetriuhrer:
IKA-Combimag RCO
IKAMAG RCT
Mikroskope:
DM5500B Fluoreszenzmikroskop
Kamera DFC340FX
Software LAS AF 6000 mit 3D
Deconvolution; Software LAS V3.8
Fluovert
SM-Lux
ICC50 HD
PALM MicroBeam mit PALM Robo Software
pH-Meter: HI 221 Calibration Check Microprocessor
pH Meter
Photometer:
BioPhotometer
Benchmark Microplate Reader
GloMax-Multi+ Detection System
Pipetten

Pipettierhilfen:
Pipetboy acu
Gilson Pipetting Aid
QIlAvac 24 Plus Vakuumvorrichung
Rotationsmikrotom RM 2125 RT
Taumler: Heidolph Polymax 1040
Thermocycler:
Thermocycler Primus 96 advanced gradient
MJ Mini Personal Thermal Cycler
7300 Real Time PCR System
UV-Crosslinker: Stratalinker UV Crosslinker 1800
Vakuumpumpen:
Divac 2.4L
N86KN.18
Vortexer: Vortex VF 2
Warmeplatten

Warmeschrank

Wasserbader:
wWB7
SW21 (Schiittelwasserbad)
GFL 1083 (Schuttelwasserbad)

TFB 45 (Streckwasserbad)
Zentrifugen:
Kihlzentrifuge 5417R
Tischzentrifuge 5415D
Tischzentrifuge 5415
Centrifuge/Vortex Combispin FVL-2400

NuAire, Plymouth, MN, USA
Thermo Electron Corporation,
Langenselbold

IKA, Staufen
IKA, Staufen

Leica, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Zeiss, Oberkochen

Hanna Instruments, Kehl am
Rhein

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Minchen
Promega, Madison, WI, USA
Eppendorf, Hamburg; Gilson, Den
Haag, Niederlande; Biohit,
Rosbach

Integra Biosciences, Fernwald
Gilson, Den Haag, Niederlande
Qiagen, Hilden

Leica, Wetzlar

Heidolph, Schwabach

PeqgLab, Erlangen

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
Stratagene, La Jolla, CA, USA

Leybold, KéIn

KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Janke und Kunkel, Staufen

LKB, Bromma, Schweden,
Werkstatt MZ|

Memmert, Schwalbach

Memmert, Schwalbach

Julabo, Seelbach

Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

Medite Medizintechnik, Burgdorf

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
PeqgLab, Erlangen
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2.10 Verbrauchsmaterial

Dako Pen

Deckglaschen, @ 12 mm

Einmalhandschuhe: Latex, Nitril

Faltenfilter MN 615 1/4, & 18,5 cm
Gel-Blotting-Papier

Kanulen: Sterican 20Gx1%, Lange 40 mm Gr. 1
Kryoréhrchen: CryoPure Gefal 1,6 mi

Minivials

Multiwell-Platten:
6, 12, 24 Wells (Zellkultur)
96-Well Mikroplatten

MicroAmp Optical 96 well Reaction plate
Nitrozellulosemembran: Amersham Hybond ECL
(0,45 pm)
Objekttrager:
Standard
MembraneSlide 1.0 PEN Objekttrager
Pasteurpipetten
Petrischalen
Pipettenspitzen: 10 ul, 200 ul, 1000 pl, 1250 ul

Plastikfolie: Special autoclavable bags
Reaktionsgefalie:
1,5ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml
Micro Tube 500
PCR-Tubes, 0,2 ml
RNase AWAY Reagent
RNaseZap Wipes
Rontgenfilm: Amersham Hyperfilm ECL-Film

Schraubdeckelgefale: 8 ml, 15 ml, 25 ml
Serologische Pipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sterilfilter: 0,22 um

Uvetten

Zellkulturflaschen:
12,5 cm?

25 cm?, 75 cm?, 175 cm?
Zellkulturschalen: 100 x 20 mm

Glostrup, Danemark

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Machinery Nagel, Diren
Schleicher und Schuell, Dassel
Braun, Melsungen

Sarstedt, Nimbrecht

Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA; Sarstedt, Niimbrecht

Greiner bio one, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe; Sarstedt
Nimbrecht

Applied Biosystems, Singapur
GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK

Roth, Karlsruhe

Zeiss, Jena

Roth, Karlsruhe

Nerbe plus, Winsen/Luhe
Sarstedt, NUmbrecht; Nerbe plus,
Winsen/Luhe

Nerbe plus, Winsen/Luhe

Sarstedt, Numbrecht

Zeiss, Jena

ABgene, Epsom, UK

Ambion, Carlsbad, USA

Ambion, Carlsbad, USA

GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson Falcon, Le Pont
De Claix, Frankreich

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner bio one, Frickenhausen

41



MATERIAL

2.11

2.11.1 Ethanolprazipitation

»Rezepte” fur hergestellte Puffer und Lésungen

Substanz Menge Endkonzentration
3 M Na-Acetat Na-Acetat x 3 H,O 40,8 g 3M
(100 ml) ddH,O ad 100 ml

Mit unverdiinnter Essigsaure auf pH 5,2 einstellen.

2.11.2 Agarose-Gelelektrophorese

Substanz Menge Endkonzentration
10 x TAE-Puffer (11) | Tris 4849 400 mM

Essigsaure 11,4 ml 200 mM

0,25 M EDTA, pH 8,0 40 ml 10 mM

ddH,0O ad 11

Tris in 800 ml ddH,0 lésen, Essigsaure und EDTA zugeben und mit
ddH,0 auf 1 | auffiillen. Als 1 x TAE-Puffer verwenden (900 ml

ddH,O + 100 ml 10 x TAE-Puffer).

Agarosegel (100 ml)

Agarose 1bzw. 3¢

1 bzw. 3%

1 x TAE-Puffer 100 ml

Agarose in 1 x TAE-Puffer suspendieren, in Mikrowelle aufkochen
und nach leichtem Abklhlen in Gelschlitten giel3en.

GelRED
Farbelbsung (11)

ddH,O 900 ml
1 M NaCl 100 mi
GelRED (Biotium) 300 pl

Substanzen mischen und in dunkler Flasche
lichtgeschuitzt aufbewahren.
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2.11.3 Transformation kompetenter Zellen

Substanz Menge
LB-Medium (11) Trypton/Pepton 10g
NaCl 10g
Hefeextrakt 59
ddH,O ad 11

Autoklavieren und bei 4 °C lagern. Vor
Gebrauch Selektionsantibiotikum (Ampicillin)

hinzuflgen.
LB-Agar (11) LB-Medium 11
Agar-Agar 20g

Agar-Agar in LB-Medium (ohne Selektions-
antibiotikum) l6sen, autoklavieren und auf
60 °C abkiihlen lassen. Selektionsanti-
biotikum (Ampicillin) hinzufligen und Platten
gielRen. Nach Ausharten des Agars Platten

bei 4 °C lagern.

2.11.4 RNA-Isolierung

Substanz Menge Endkonzentration
DEPC-H,O (1 1) DEPC 1 ml 0,1%
ddH,0O 11

DEPC in ddH,O unter Abzug pipettieren, Gber Nacht rihren lassen,
anschlieRend autoklavieren.

2.11.5 DNA-Isolierung

Methode mit Tri-Reagent

Substanz Menge Endkonzentration
0,1 M Natriumcitrat/ | Trinatriumcitrat x 2 H,O | 1,47 g 0,1 M
Ethanol (50 ml) DEPC-H,0O 45 mi

Ethanol 5ml 10 %
800 mM NaOH NaOH-Pellet Pellet wog 0,246 g | 800 mM

ddH,O 7,67 ml

NaOH-Pellet in ddH,O lésen. Vor Gebrauch benétigte Menge 1:100
in ddH,O verdiinnen, so dass 8 mM NaOH entstehen.
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0,1 M HEPES (10 ml) | HEPES 0,238 g 0,1M
ddH,O 10 ml
Autoklavieren.

0,1 M Na,EDTA EDTA-Dinatrium x 1,862 ¢g 0,1M
2 H,0O

(50 mi) ddH,0 50 ml

Mit NaOH (0,2 g NaOH-Pellet) auf pH 8 einstellen und

autoklavieren.

2.11.6 B-Galactosidase-Assay

Substanz Menge Endkonzentration
Tris-Lysepuffer Tris 0,606 g 0,25 M
(20 ml) ddH,O ad 20 ml

Mit HCI auf pH 8 einstellen und autoklavieren.

10 x Cleavage-
Puffer (50 ml)

Na,HPO, x 7 H,O 8,04 0,6 M
NaH,PO,4 x H,O 2,76 g 0,4 M
KCI 0,373 g 0,1 M
MgSO, x 7 H,O 0,123 g 0,01 M
ddH,O ad 50 ml

Substanzen in ddH,O geben, zum Ldsen erwarmen und Lésung auf
pH 7 einstellen. Autoklavieren und bei 4 °C lagern. Als 1 x
Cleavage-Puffer verwenden (90 ml ddH,O + 10 ml 10 x Cleavage
Puffer) und zu 100 ml 1 x Cleavage-Puffer 270 ul B-Mercapto-

ethanol geben.

ONPG ONPG 16 mg 4 mg/ml
ddH,O 4 ml
ONPG in ddH,O losen.
Stopp-Puffer Na,COs3 11,66 g 1M
(220 ml) ddH,O ad 110 ml

Autoklavieren.
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2.11.7 Transportmessungen an Zellen

Substanz Menge Endkonzentration
Transportpuffer mit | NaCl 8,359 142,9 mM
Na* (11) KCI 0,35¢g 4,7mM

MgSO,4 x 7 H,O 0,296 g 1,2 mM

KH,PO, 0,163 g 1,2 mM

HEPES 47779 20 mM

CaCl, x 2 H,O 0,264 g 1,8 mM

ddH,0 ad 11

pH mit KOH auf 7,4 einstellen. Im Kuhlschrank lagern.

Transportpuffer
ohne Na* (11)

Cholinchlorid 19,95¢ 142,9 mM
KCI 0,359 4,7 mM
MgSO, x 7 H,O 0,296 g 1,2 mM
KH,PO, 0,163 g 1,2 mM
HEPES 47779 20 mM
CaCl, x 2 H,O 0,264 g 1,8 mM
ddH,0 ad 11

pH mit KOH auf 7,4 einstellen. Bei -20°C lagern.

NaOH-SDS- NaOH 40,01 ¢ 1N
Lysepuffer (1 1) SDS lg 1%
ddH,0O ad 11
Bei 37 °C lagern.
Szintillations- Isopropanol 300 ml
flussigkeit (6,6 I) ddH,O 300 ml
Rotiszint 22 eco 6000 ml
Szintillatordl

Substanzen in Szintillatorfass zusammen-
geben und durch vorsichtiges Rollen des
Fasses mischen.
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2.11.8 Proteinbestimmung

Methode nach Lowry

Substanz Menge Endkonzentration
Stammldsung far BSA (bovines 2mg 2 mg/ml
: . Serumalbumin, Cohn
Proteinstandardreihe Fraktion V)
Lysepuffer (siehe 1ml

Kapitel 2.11.7)

BSA in Lysepuffer I6sen. Zum Erstellen der Proteinstandardreihe

nutzen (0-800 pg/ml).

Ldsung C
(far 100 Wells)

4 % Na,CO; 20 mi
1 % CuSO, 0,8 ml
2 % K-Na-Tartrat 0,8 ml

Lésungen vermischen. 200 ul pro Well

einsetzen.

Folin-Losung
(far 100 Wells)

Folin & Ciocalteu’s 1ml
Phenol Reagenz
ddH,0O 3ml

Folin mit ddH,O vermischen. 40 pl pro Well

einsetzen.

2.11.9 Immunfluoreszenz

Substanz Menge Endkonzentration
10 x PBS (11) NaCl 80 g 1370 mM

KClI 2g 27 mM

Na,HPO, x 7 H,O 26,89 100 mM

Na,PO, 2449 18 mM

ddH,O ad 11

Mit HCI auf pH 7,4 stellen. Autoklavieren. Als 1 x PBS verwenden
(900 ml ddH,O + 100 ml 10 x PBS).

2 % PFA (200 ml)

PFA 49 2%
ddH,O (50-60 °C) 180 mi
10 x PBS 20 ml

PFA in erwarmtem ddH,O lésen, wird milchig. Wenig 1 M NaOH
zugeben, bis Losung klar wird. 10 x PBS zugeben und pH mit HCI
auf 6,8-7,2 einstellen. Bei -20 °C lagern.
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Puffer A (110 ml) Glycin 165,22 mg 20 mM
1 x PBS 110 ml
Glycin in PBS Iosen.
Puffer A + Puffer A 20 ml
Triton X-100 Triton X-100 40 ul
Triton X-100 in Puffer A geben.
Blockierldsung BSA 660 mg 1%
(66 ml) Puffer A 66 ml
Ziegenserum 2,64 ml 4 %

BSA in Puffer A l6sen. Ziegenserum zugeben.

DAPI/Methanol
1:5000

DAPI (1 mg/ml in ddH,O)

50 pl

Methanol

250 ml

DAPI in Methanol I16sen.

2.11.10 Western Blot

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel 8,2 %

Sammelgel 4 %

(45,8 ml) (15 ml)
ddH,O 20,05 ml 9,06 ml
1,5 M TrisHCI, pH 8,8 12,5 ml -
0,5 M TrisHCI, pH 6,8 - 3,75 ml
10 % SDS 500 ul 150 pl
30 % Acrylamid/Bisacrylamid Mix 12,5 ml 1,95 ml
10 % APS 250 ul 75 ul
TEMED 25 ul 15 pl

Substanzen nacheinander unter gelegentlichem Schwenken in ein Becherglas geben. APS

und TEMED starten die Polymerisation, so dass das Gel zligig nach Zugabe dieser beiden

Substanzen gegossen werden sollte.

Substanz Menge Endkonzentration
4 x Lammlipuffer SDS 0,89 8 %
(20 ml) Glycerin 49 40 %
B-Mercaptoethanol 2ml 20 %
Bromphenolblau 0,8 mg 0,008 %
1 M Tris, pH 6,8 2,5ml 0,25 M
ddH,O ad 10 ml
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10 x Tris-Glycin- Tris 30,39 250 mM
SDS- Glycin 144 g 1920 mM
Elektrophorese- SDS 109 1%
puffer (1 1) ddH,O ad 1l
Als 1 x Elektrophoresepuffer verwenden (900 ml ddH,O + 100 ml 10 x
Elektrophoresepuffer).
Kathodenpuffer 6-Aminohexansaure 2,629 40 mM
(500 ml) Tris 151¢ 25 mM
Methanol 100 ml 20 %
ddH,O ad 500 ml
6-Aminohexansaure und Tris in etwas ddH,O l6sen, Methanol
zugeben und mit ddH,O auf 500 ml auffullen.
Anodenpuffer Tris 1,829 30 mM
(500 ml) Methanol 100 ml 20 %
ddH,O ad 500 ml

Tris in etwas ddH,O lésen, Methanol zugeben und mit ddH,O auf

500 ml auffillen.

Konzentrierter Tris 18,2 ¢ 300 mM
Anodenpuffer Methanol 100 mi 20 %
(500 ml) ddH,O ad 500 ml
Tris in etwas ddH,0 Iésen, Methanol zugeben und mit ddH,O auf
500 ml aufftllen.
10x TBS (11) NacCl 80¢g 1370 mM
Tris 12,19 100 mM
ddH,O ad 11
Mit HCI auf pH 8 einstellen. Bei 4 °C aufbewahren. Als 1 x TBS
verwenden (900 ml ddH,O + 100 ml 10 x TBS).
1xTBS-T (11) 1xTBS 11
Tween 20 500 ul 0,05 %
Blockierldsung 1xTBS-T 100 ml
(200 ml) Milchpulver 59 5%

Milchpulver in TBS-T Iosen.
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Stripping-Puffer
(400 ml)

SDS 8¢ 2%
Tris-HCI 3,028 g 62,5 mM
ddH,O ad 400 ml

Mit 50 mM Tris auf pH 6,7 einstellen. Beim Strippen 156,2 pl B-
Mercaptoethanol auf 20 ml Stripping-Puffer einsetzen (=100 mM

B-Mercaptoethanol).

2.11.11 Immunhistochemie

Substanz Menge Endkonzentration
10 x Tris-Puffer- Tris 60,59 500 mM
Stammlésung (11) | ddH,O 11

NaCl 87,79 1500 mM

Tris in 800 ml ddH,O lésen, mit HCI auf pH 7,6 einstellen. NaCl

zugeben und auf 1 | auffullen. Bei 4 °C lagern.

1 x Tris-
Waschpuffer (1 1)

10 x Tris-Puffer- 100 ml
Stammldsung

ddH,O 900 ml
Triton X-100 1ml

Flussigkeiten zusammengeben.

Citratpuffer

Stammldsung A: Zitronensaure x H,O 4,29 0,1 M
ddH,O 200 ml

Stammldsung B: Trinatriumcitrat x 2 H,O | 29,41 g 0,1 M
ddH,O 11

Gebrauchslésung:

7 ml Lésung A + 41 ml Lésung B auf 500 ml mit ddH,O auffullen.

1 x Tris-Waschpuffer 54 ml

Die beiden Losungen zusammengeben.
1,4 % BSA- BSA 19 14%
Blockierlésung 1 x Tris-Waschpuffer 70 ml

(70 ml)

BSA in Tris-Waschpuffer l6sen.
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VECTASTAIN Elite
ABC Kit

(Biologo,
Kronshagen)

1 x Tris-Waschpuffer 5ml
Reagenz A 2 Tropfen
Reagenz B 2 Tropfen

Reagenz A und B in Tris-Waschpuffer geben.

Universal Staining
Kit AEC,
Biotin/Streptavidin
System

(Biologo,
Kronshagen)

Substratpuffer (aus Kit)

300 Wl

AEC

1 Tropfen

Losungen zusammengeben.

2.11.12 In-situ-Hybridisierung

DEPC-H,O siehe RNA-Isolierung (Kapitel 2.11.4)
Substanz Menge Endkonzentration
0,2 M HCI (250 ml) 25 % HCI 7,39 02M
DEPC-H,0O ad 250 ml
1 M MgCl, (400 ml) | MgCl, 8149 1M
DEPC-H,0 ad 400 ml
PBSM (201 ml) PBS Tablette 1
DEPC-H,0O 200 ml
1 M MgCl, 1 ml 5mM

PBS Tablette in DEPC-H,0 loésen und MgCl, zugeben.

20 x SSC
Stammlésung fur
Tag 1 mit DEPC

(1n

Trinatriumcitrat x 2 H,O | 88,23 g 0,3M
NacCl 175,299 3M
ddH,0 ad 11

Mit HCI auf pH 7 einstellen.

DEPC 1ml 0,1 %

Nach Zugabe von DEPC kraftig schitteln, tber Nacht in Trocken-
schrank (37 °C) stellen und anschlie3end autoklavieren. Als 20 x

und 2 x SSC verwenden.
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20 x SSC
Stammldsung far
Tag 2 ohne DEPC

(n

Trinatriumcitrat x 2 H,O | 88,23 g 0,3 M
NacCl 175,29 ¢g 3M
ddH,O ad 11

Mit HCI auf pH 7 einstellen. Als 4 x, 2 x, 0,2 x, und 0,1 x SSC

verwenden.

Proteinase K

Stammldsung

Proteinase K

10 mg

4 mg/ml

PBSM

2,5 ml

Proteinase K in PBSM losen, aliquotieren und bei -20 °C lagern.

0,2 % Glycin (60ml) | Glycin 120 mg 0,2%
PBSM 60 ml
Glycin in PBSM lésen.
0,25 % Essigsaure- | Triethanolamin 149 mg 10 mM
anhydrid in DEPC-H,0O ad 100 ml
Triethanolamin Essigsaureanhydrid 250 pl 0,25 %

(10 mM) Triethanolamin in DEPC-H,O I6sen und Essigsaureanhydrid
zugeben.

20 % Glycerin DEPC-H,0O 60 ml

(75 ml) Glycerin 15 ml 20 %

50 % Dextransulfat | Dextransulfat 59 50 %

(20 ml) DEPC-H,0O ad 10 ml

Dextransulfat in 5 ml DEPC-H,O geben und einige Tage im
Kihlschrank stehen lassen, bis es geldst ist. Mit DEPC-H,0 auf
10 ml auffillen. Aliquotieren und bei -20 °C aufbewahren.

10 x RNAse A/
RNase T1-
Stammldsung
(10 ml)

2 x SSC in DEPC 10 mi
RNase A (25 mg/ml) 120 pl 300 pg/ml
RNase T1 (10° U/ml) 1 ul 10 U/ml

RNAse A und T1 in 2 x SSC geben, aliquotieren und bei -20 °C
aufbewahren. Vor Gebrauch 1,8 ml 4 x SSC + 200 pl 10 x RNAseA/
RNaseT1 zusammengeben.
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10 X TNMT (1 1)

Tris-HCI 121,2 g 0,77 M
NaCl 58,4 g 1M
MgCl, 417 g 0,04 M
ddH,0 ad 11

Mit Tris auf pH 7,5 einstellen. 5 ml Triton X-100 zugeben. Als 1 x
TNMT verwenden (90 ml ddH,O + 10 ml 10 x TNMT).

3 % BSA-
Blockierlésung
(20 ml)

BSA

0,69

3%

1 x TNMT

20 ml

BSA in TNMT l6sen, aliquotieren und bei -20 °C aufbewahren.

5x NTB (1 1)

Tris-HCI 60,59 0,38 M
NacCl 29,2¢ 05M
ddH,0O ad 11

Mit Tris auf pH 9,6 einstellen. Vor Gebrauch 20 mI 5 x NTB, 5ml 1 M
MgCl, und 75 ml ddH,O zusammengeben.

1 M Levamisol
(20 ml)

Levamisol-Hydrochlorid

2,449

Y

1xNTB

10 ml

Levamisol in 1 x NTB ldsen, aliquotieren und bei -20 °C

aufbewahren.
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3 METHODEN

3.1 DNA-und RNA-Konzentrationsbestimmungen

Die zu messende DNA oder RNA wurde in ddH,O verdinnt, in eine Kivette tberfihrt und
die optische Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm (ODys) im Photometer (Eppendorf)
bestimmt. Zur Bestimmung des Leerwertes wurde das Lésungsmittel der DNA bzw. RNA in
gleichem Maf3e mit ddH,O verdunnt.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach folgender Formel:

ODgy¢ X E x Verdlinnungsfaktor

Konzentration [ug/pl] = 1000 pl

E = Extinktionskoeffizient; Epna = 50 pg; Erna = 40 pg

Um eine Verunreinigung der DNA bzw. RNA mit Proteinen zu erkennen, wurde aul3erdem
die optische Dichte bei 280 nm (OD.g,) gemessen und mit der Absorption bei 260 nm ins
Verhéltnis gesetzt. Der Quotient von OD,50/OD,gq Sollte fiir DNA zwischen 1,7 und 2,0 und
fur RNA Uber 1,8 liegen.

3.2 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA

Die Spaltung doppelstréangiger DNA erfolgte durch Restriktionsenzyme nach dem Protokoll
des Herstellers. Dabei wurden in der Regel 1 pg Plasmid-DNA mit 10 U Restriktionsenzym
(1 pb) und 2 pl zugehoérigem Puffer in einem 20 pl Ansatz bei 37 °C liber Nacht inkubiert. Flr
grolRere DNA-Mengen wurden die Volumina entsprechend hochgerechnet. Abweichend
davon erfolgte das Linearisieren des pFRT/lacZeo-Vektors mit 50 pg Plasmid-DNA, 400 U
des Enzyms Scal (40 pl) in einem 500 pl-Ansatz 2 h bei 37 °C. Die geschnittene DNA wurde
auf einem Agarosegel analysiert und wenn nétig mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und

Ethanolprazipitation aufgereinigt und konzentriert.

3.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient dem Aufreinigen nukleinsdurehaltiger Losungen, bei
der Proteine und andere Verschmutzungen entfernt werden. Das Prinzip beruht auf
unterschiedlichen Loslichkeiten von Nukleinsauren und Proteinen. Die zu reinigende
wassrige Probe wird mit einer 1:1 Phenol-Chloroform-Mischung vermengt und durch
Zentrifugation eine Phasentrennung herbeigefihrt. Wahrend sich Nukleinsduren in der

oberen wassrigen Phase sammeln, I6sen sich Proteine in Phenol und befinden sich in der
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unteren organischen Phase. Chloroform tragt aufgrund seiner hohen Dichte zu einer
Dichteerhdhung der unteren Phase bei und schéarft somit die Phasengrenze. In dieser Arbeit
wurde  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (25:24:1) von Roth verwendet, wobei
Isoamylalkohol ein Schdumen der Probe verhindern soll. 500 pl DNA-haltige Lésung wurde
mit 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol vermengt, mittels Pulsvortexen (20 s) gemischt
und anschlieBend 4 min bei 16 200 x g (13 200 rpm) zentrifugiert. Es bildeten sich drei
Phasen: Eine obere wassrige Phase, welche die DNA enthielt, eine Interphase und eine
untere organische Phase. Die obere nukleinsaurehaltige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefall tberfiihrt und die Aufreinigung wiederholt. Der wassrige DNA-enthaltende
Uberstand wurde mittels Ethanolprazipitation konzentriert.

3.4  Ethanolprazipitation von Nukleinsauren

Zum Konzentrieren von in wassriger Losung befindlicher DNA wurde diese mit 1/10
Volumenanteil 3 M Natrium-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Volumenanteilen 100%igem Ethanol
vermengt und durch Invertieren des Reaktionsgefalles gemischt. Die Probe wurde 1 h
bei -20 °C gekihlt, wahrend der die DNA prazipitierte. Anschlieend wurde die DNA durch
30-minltiges Zentrifugieren bei 18 500 x g (13 200 rpm) und 4 °C pelletiert, zum Waschen
mit 500 ul 70%igem Ethanol versetzt und erneut 15 min bei 18 500 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vollstandig abgezogen, das Pellet trocknen gelassen und in ddH,O

gelost. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20 °C.

3.5 Transformation kompetenter Zellen und Aufreinigung von
Plasmid-DNA

3.5.1 Transformation

Das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente TOP10 E. coli (Invitrogen) erfolgte tber
Hitzeschock-Transformation. Ein Aliquot E. coli wurde auf Eis aufgetaut, 1 pl Plasmid-DNA
zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C fir genau 30 s,
gefolgt von einer 2-mindtigen Inkubation auf Eis. 250 pl S.0.C-Medium (Invitrogen), das auf
37 °C aufgewadrmt war, wurde hinzugegeben und 1h bei 37°C und 225rpm im
Warmluftinkubator geschiittelt. 10 pl und 20 pl des Ansatzes wurden mit 80 pl S.0.C-Medium
auf vorgewarmte LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und fir 16 h bei 37 °C bebritet. Das
Ampicillin-Resistenzgen im transformierten Plasmid gewéhrleistete, dass sich nur Bakterien
vermehrten, die das Plasmid aufgenommen hatten. Einzelne Bakterienkolonien wurden
weiter vermehrt und die enthaltenen Plasmide Uber eine Midipaparation aus den Zellklonen

aufgereinigt.
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3.5.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA im Midi-Mal3stab

Zur Vorbereitung wurden 4 ml LB-Ampicillin-Medium mit einer Bakterienkultur transformierter
E. coli angeimpft und fir 6 h bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. 50 ml LB-Ampicillin-Medium
und 50 ul der Bakteriensuspension wurden bei 37 °C und 225 rpm im Warmluftinkubator
Uber Nacht geschuttelt. Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit
nach Protokoll des Herstellers: Zunachst wurde die Bakteriensuspension in einem 50 ml
Reaktionsgefald bei 4300 x g pelletiert und in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Es folgte die
Zugabe von Puffer P2, die Proben wurden durch Invertieren gemischt und 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Zelllysat wurde mit 4 ml Puffer S3 versetzt, durch 4-6-
maliges Invertieren gemischt und in ein QIlAfilter Cartridge (Filterkartusche) Uberfihrt, worin
es fur 10 min inkubiert wurde. Wéhrenddessen wurden die im Kit enthaltenen Plasmid Plus
Midi spin columns (Zentrifugationssdulen) vorbereitet und mit GefaRaufsatzen versehen auf
die Vakuumvorrichtung QlAvac 24 Plus gesteckt. AnschlieBend wurde das Zelllysat mit
einem Kolben aus der Filterkartusche in ein neues Reaktionsgefal} filtriert, 2 ml Puffer BB
zugegeben, 4-6 Mal invertiert und das Lysat in die Zentrifugationssaulen gegeben. Durch
Anschalten des Vakuums wurde die Flussigkeit durch die S&ulen gezogen, anschliel3end
0,7 ml ETR-Puffer zugegeben und die DNA unter Vakuum gewaschen. Dieser Waschschritt
wurde mit 0,7 ml PE-Puffer wiederholt und die Proben anschlieBend bei 10 200 x g
(20 500 rpm) fur 1 min zentrifugiert, wobei restlicher Waschpuffer entfernt wurde. Um die
DNA zu eluieren, wurden die Saulen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 gesetzt, 200 ul ddH,O auf
die Saule gegeben, 1 min stehen gelassen und 1 min zentrifugiert. Die DNA gelangte hierbei

in das Reaktionsgefal? und wurde bei -20 °C gelagert.

3.6 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA erfolgte aus Zellen sowie aus Proben, die durch Laser-assisted cell
picking (LACP) aus Plazentagewebe gewonnen wurden. Ziel war es, die Expression von
Genen nachzuweisen. Hierzu wurde Gesamt-RNA isoliert, bestehend aus ribosomaler RNA
(rRNA), Transfer-RNA (tRNA) und messenger RNA (mMRNA). Die RNA wurde einem DNase-
Verdau unterzogen und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben, die als
Template in einer PCR-Reaktion diente. Die genannten Schritte fanden bei Zellen und
LACP-Proben nach unterschiedlichen Protokollen statt, die in den folgenden Kapiteln jeweils
nacheinander erlautert werden.

Um die RNA vor den dberall vorkommenden RNasen zu schitzen, wurde der Arbeitsplatz

vorher mit RNaseZap Wipes oder RNase AWAY Reagent (Ambion) gereinigt.
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3.6.1 Gesamt-RNA-Isolierung aus Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus nativen und stabil transfizierten JEG-3-Zellen sowie aus
stabil transfizierten HEK293 Zellen erfolgte mit TRI-Reagent von Sigma-Aldrich. Das Prinzip
ahnelt dem der Phenol-Chloroform-Extraktion, ein saurer pH-Wert bewirkt jedoch das
alleinige Lésen von RNA in der wassrigen Phase, wéahrend sich DNA in der Interphase und
organischen Phase sammelt. TRI-Reagent enthélt eine Mischung aus Guanidinthiocyanat
und Phenol. Guanidinthiocyanat lysiert die Zellen und inaktiviert RNasen, wahrend sich in
Phenol DNA und Proteine losen.

Etwa 5x 10° Zellen wurden abtrypsiniert, in PBS gewaschen und durch Zentrifugieren
pelletiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml TRI-Reagent lysiert und bei -80 °C
maximal einen Monat aufbewahrt oder direkt weiterverarbeitet. Hierzu wurden die Proben
5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und 200 pl Chloroform hinzugefiigt. Durch
energisches Schitteln fur 15s, 5-10-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur und
anschlieRendes Zentrifugieren bei 11 700 x g (10 500 rpm) und 4 °C fir 15 min wurden drei
Phasen herbeigefiihrt: Eine obere wassrige Phase mit RNA, eine Interphase mit DNA und
eine untere rote organische Phase mit Protein. Die obere wassrige Phase wurde in ein
neues RNase-freies Reaktionsgefald tberfihrt, 500 pl Isopropanol hinzugegeben, gemischt
und 5-10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Probe wurde 10 min bei 11 700 x g
und 4 °C zentrifugiert, wobei die RNA prazipitierte und sich als Pellet sammelte. Das Pellet
wurde 2 x durch Zugabe von 1 ml 75%igem Alkohol, vortexen und 5-minutiger Zentrifugation
bei 11 700 x g und 4 °C gewaschen und anschlieRend bei getffnetem Reaktionsgefald unter
dem Abzug trocknen gelassen. Die pelletierte RNA wurde in 20-40 ul RNase-freiem DEPC-
ddH,O gel6st und die Konzentration sowie die Reinheit im Photometer bestimmt. Die

Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.6.2 Gesamt-RNA-Isolierung aus LACP-Proben

Die RNA-Isolierung aus Proben, die durch Laser-assisted cell picking (LACP) gewonnen
wurden, erfolgte mit dem RNeasy FFPE Kit von Qiagen. Zundchst wurden die Proben mit
150 pl Lyse-Puffer PKD (Proteinase K Digestion Buffer) und 10 pl Proteinase K bei 55 °C
Uber Nacht inkubiert (max. 18 h), um Proteine abzubauen und Nukleinséduren freizusetzen.
Um Formalinverlinkungen in den freigesetzten Nukleinsduren zu zerstdren, schloss sich eine
15-mindtige Inkubation bei 80 °C im Wasserbad an. Daraufhin wurden 320 pl RBC-Puffer
und 720 pl 100%iges Ethanol hinzugefligt, gemischt und 700 pl in die mitgelieferten
Zentrifugationsséulen (RNeasy MinElute spin columns) Uberfuhrt. Die S&ulen wurden 15 s
bei 10 600 x g (10 000 rpm) zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und der Schritt mit der

restlichen Probe wiederholt. Die auf der Membran gebundene RNA wurde durch Zugabe von
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500 yl RPE-Puffer und Zentrifugieren bei 10 600 x g fur 15 s gewaschen, gefolgt von einem
zweiten Waschschritt mit 500 pl RPE-Puffer und 2-minutiger Zentrifugation. Um die Membran
zu trocknen, wurden die Saulen 5 min bei 20 800 x g (14 000 rpm) zentrifugiert und die RNA
in 15 pl RNase-freiem ddH,O unter Zentrifugation bei 20 800 x g fur 1 min eluiert. Die
Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.7 cDNA-Synthese

Der reversen Transkription von RNA in komplementare cDNA wurde teilweise ein DNase-
Verdau vorgeschaltet, um kontaminierende genomische DNA zu entfernen. Direkt im
Anschluss erfolgte die reverse Transkription mit einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase
(Reverse Transkriptase). Als Startpunkt fir die Reverse Transkriptase sind Primer
notwendig, die sich an die RNA anlagern. Hierzu dienten Random Hexamer Oligonukleotide,
die aus sechs zuféllig zusammengesetzten Nukleotiden bestehen und an verschiedenen
Stellen der RNA (auch Nicht-mRNA) binden.

3.7.1 cDNA-Synthese aus Zell-RNA

DNase-Verdau

Die aus JEG-3-Zellen gewonnene RNA wurde mit RNase-freier DNase | (1 U/ul, Fermentas)
behandelt: 1 pg RNA bei stabil transfizierten JEG-3 Zellen und 5 pg bei nativen JEG-3-Zellen
wurden mit RNase-freiem DEPC-ddH,O auf 8 pul aufgefillt und mit 1 pl 10 x Reaktionspuffer
mit MgCl, sowie 1 pl DNase | bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Die DNase wurde anschliel3end
durch Zugabe von 1 ul EDTA (50 mM) und 10-minttiger Inkubation bei 65 °C inaktiviert.
Dieser Ansatz wurde zur cDNA-Synthese verwendet. Die aus HEK293-Zellen isolierte RNA
wurde keinem DNase-Verdau unterzogen, da die bei der sich anschlieBenden Real-Time
gRT-PCR verwendeten Assays exonlbergreifend waren und somit keine genomische DNA

detektierten.

Reverse Transkription

Die Reverse Transkription von Zell-RNA erfolgte mit dem SuperScript Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR von Invitrogen. Bis zu 5 pg RNA wurden mit DEPC-ddH,0O auf
8 ul aufgefillt und 1 pl Random Hexamer Primer (50 ng/ul) sowie 1 pl dNTP-Mix (10 mM)
dazugegeben. Zum Denaturieren der RNA wurde der Ansatz bei 65 °C fir 5 min inkubiert
und fur mindestens 1 min auf Eis gekihlt. Wahrenddessen wurde pro Reaktion ein cDNA-

Synthese-Mix in folgender Reihenfolge zusammenpipettiert:
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10x RT Puffer 2ul
MgCl; (25 mM) 4 pl
0,1 MDTT 2 ul
RNaseOUT (40 U/ul) 1l

SuperScript Il RT (200 U/pl) 1u

Diese cDNA-Synthese-Mischung wurde der RNA/Primer/dNTP-Mischung zugegeben und
das Reaktionsgefald 10 min bei 25 °C inkubiert, so dass die Primer hybridisieren konnten. Es
folgte eine 50-minutige Inkubation bei 50 °C, wahrend der die Reverse Transkriptase
SuperScript Il cDNA synthetisierte. Anschlielend wurde das Enzym bei 85 °C fir 5 min
inaktiviert, der Ansatz auf Eis gekihlt und die cDNA bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C
aufbewahrt. Bei nativen JEG-3-Zellen und HEK293-Zellen wurde der Inaktivierung der
Reversen Transkriptase noch ein RNaseH-Verdau (1 ul) nachgeschaltet (20 min bei 37 °C),
um den template-RNA Strang zu verdauen. Die Beschreibung der Real-Time gRT-PCR
erfolgt in Kapitel 3.9.3.

3.7.2 cDNA-Synthese aus LACP-RNA

DNase-Verdau

Die aus LACP-Proben extrahierte RNA wurde mit RNase-freier, rekombinanter DNase |
(10 U/ul, Roche) verdaut. Um einen gleichzeitigen Verdau der empfindlichen mRNA zu
verhindern, wurde dem Ansatz ein RNase Inhibitor (40 U/ul, Applied Biosystems) zugesetzt.
2 ul 10 x Inkubationspuffer, 1 ul DNase | und 0,25 pl RNase-Inhibitor wurden zu 6,65 pl RNA-
Loésung gegeben und im Thermocycler Primus 96 advanced gradient (PeglLab) nach

folgendem Temperaturprogramm inkubiert:

25 min bei 37 °C zum Arbeiten der DNase
10 min bei 75 °C zum Inaktivieren der DNase
Abkuhlen auf 4 °C
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Reverse Transkription
Als Reverse Transkriptase wurde das Enzym MultiScribe Reverse Transciptase (Applied
Biosystems) eingesetzt und fir einen einfachen Ansatz folgender RT-Master-Mix vorbereitet:

MgCl, (25 mM) 22 u
10x PCR Gold Puffer 1,1l
dNTPs (10 mM) 4,4 ul
Random Hexamers (50 puM) 0,55 pl
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 0,55 pl
MultiScribe RT (50 U/ pl) 0,55 pl

Zu 9,35 ul RT-Mix wurden 1,65 ul DNase-behandelte cDNA gegeben und nach folgendem

Temperaturprogramm im Thermocycler Primus 96 advanced gradient inkubiert:

8 min bei 21 °C zum Anlagern der Primer

15 min bei 42 °C zum Umschreiben der RNA in cDNA durch die Reverse Transkriptase
5 min bei 99 °C zum Inaktivieren der Reversen Transkriptase

5 min bei 5 °C zum Abkuhlen

Die cDNA wurde bis zur Weiterverarbeitung in der Reversen Transkriptase (RT)-PCR
(Kapitel 3.9.2) bei -20 °C aufbewahrt.

3.8 Isolierung von DNA aus Zellen

Die Isolierung von DNA erfolgte aus JEG-3-Zellen, die stabil mit dem Vektor pFRT/lacZeo
transfiziert waren (FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinien, Kapitel 3.12). Hierzu wurde TRI-Reagent
(Sigma-Aldrich) nach Herstellerprotokoll verwendet, wobei sich die folgenden
Mengenangaben auf 1 ml eingesetztes TRI-Reagent beziehen. Die Zelllyse und
Phasenseparierung erfolgte wie bereits bei der RNA-Isolierung in Kapitel 3.6.1 erlautert. Die
obere RNA-enthaltende Phase wurde entfernt und mit der eigentlichen DNA-Isolierung
begonnen. 300 pul 100%iges Ethanol wurden zugegeben und das Reaktionsgefall zum
Mischen mehrfach invertiert. Der Ansatz wurde 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert, 5 min
bei 2200 xg (4500 rpm) und 4 °C zentrifugiert, um die DNA zu pelletieren, und der
Uberstand (mit Proteinen) abgezogen. AnschlieRend wurde das Pellet in 1 ml 0,1 M
Natriumcitrat/Ethanol-Losung gewaschen, indem es fir 30 min bei Raumtemperatur mit
dieser Losung inkubiert wurde sowie gelegentlich durch Umdrehen des ReaktionsgefalRes
gemischt wurde. Schliel3lich wurde 5 min bei 2200 x g und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand abgezogen. Dieser Waschschritt wurde wiederholt, das Pellet in 1,5-2 ml

75%igem Ethanol resuspendiert und Uber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Es folgte eine 10-20-
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mindtige Inkubation bei Raumtemperatur, bei der die Proben gelegentlich durch Umdrehen
gemischt wurden. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 2200 x g wurde der
Uberstand entfernt und das Pellet 20 min luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 8 mM NaOH bei
47 °C im Wasserbad gel6st und unlosliches Material durch Zentrifugieren bei 11 700 x g
(10 500 rpm) entfernt. Die DNA-L6sung wurde mit HEPES auf pH 7,5 eingestellt (180 pl
0,1 M HEPES pro 1 ml DNA-LOsung) und mit 0,1 M Na,EDTA versetzt, so dass die
Endkonzentration 1 mM Na,EDTA war. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20 °C.

Die Isolierung von DNA aus Flpin-HEK293-Zellen erfolgte mit dem DNeasy Blood and Tissue
Kit von Qiagen nach Protokoll des Herstellers: 5 x 10° Zellen wurden herunterzentrifugiert,
das Pellet in 200 ul PBS resuspendiert und mit 20 pl Proteinase K versetzt. Puffer AL wurde
hinzugegeben und durch 10 s Pulsvortexen eine homogene Ldsung erreicht, die 10 min bei
56 °C im Wasserbad inkubiert wurde. Nach Zugabe von 200 yl 100%igem Ethanol und
erneutem  Pulsvortexen wurde die Losung in  DNeasy Mini Spin Columns
(Zentrifugationsséaulen) Uberfihrt und 1 min bei 5900 x g (8000 rpm) zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen, 500 yl Puffer AW1 auf die Saule gegeben und 1 min bei
5900 x g zentrifugiert. Nun wurden 500 ul Puffer AW2 hinzugefiigt und 3 min bei 16 200 x g
(13 200 rpm) zentrifugiert, um die DNA-bindende Membran der Zentrifugationssaule zu
trocknen. Die Zentrifugationssaule wurde auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 gesetzt und zur
Elution der DNA 200 ul Puffer AE direkt auf die Membran pipettiert. Dieser Ansatz wurde
1 min bei Raumtemperatur inkubiert und fir 1 min bei 5900 x g zentrifugiert, so dass die
geloste  DNA ins Reaktionsgefal? gelangte. Dieser Schritt wurde in einem neuen
Reaktionsgefal? mit 200 pl Puffer AE wiederholt, um die Ausbeute zu maximieren.

3.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur Vervielféltigung ausgewéhlter DNA-
Abschnitte. Eine DNA-abhangige DNA-Polymerase synthetisiert mit Hilfe von spezifischen
Primern und Nukleotiden (Desoxynukleosid-Triphosphate, dNTPs) entlang eines DNA-
Einzelstranges einen komplementaren DNA-Strang. Zunachst werden die beiden
Doppelstrange der DNA bei hohen Temperaturen getrennt (Denaturierung), gefolgt von einer
Temperatursenkung, bei der sich die Primer an den passenden DNA-Abschnitt der
entstandenen Einzelstrange anlagern kdonnen (Primerhybridisierung). Die Temperatur wird
anschliel3end auf das Temperaturoptimum der Polymerase erhdht, so dass diese von den
Primern ausgehend entlang des DNA-Einzelstranges Nukleotide anlagert und einen
komplementaren Strang synthetisiert (Elongation). Nach jedem Zyklus verdoppelt sich die
Anzahl an DNA-Doppelstrangen und ermdglicht eine exponentielle Vermehrung des

gewinschten DNA-Abschnittes.
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3.9.1 PCR

Die in dieser Arbeit gezeigte PCR diente dem Nachweis des pFRT/lacZeo-Vektors, der stabil
in JEG-3-Zellen transfiziert worden war (FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinien). Die DNA-Isolierung aus
diesen Zellen wird in Kapitel 3.8 beschrieben. Fir die PCR wurde das FastStart High Fidelity

PCR-System (Roche Diagnostics) nach folgendem Protokoll eingesetzt:

ddH,O 39,5 pl
10 x Fast Start High Fidelity Reaktionspuffer

mit 18 mM MgCl, 5l
DMSO 1l
dNTPs (10 mM) 1l
Vorwarts-Primer (10 pmol/ul) 1l
Ruckwarts-Primer (10 pmol/ul) 1l
DNA (0,025 pg/ul) 1l
FastStart High Fidelity Enzymmischung (5 U/ul) 0,5 ul

—sou

Primer Sequenz 5 > 3¢ T
LacZ-F ATT ATC CGA ACC ATC CGC TGT GGT AC 64,8 °C
LacZ-R GCA CCA TGC CGT GGG TTT CAA TAT TG 64,8 °C

Die Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) erworben.

Das Temperaturprogramm wurde nach folgendem Protokoll im MJ Mini Personal Thermal

Cycler (Bio-Rad) ausgefuhrt:

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30s
Primerhybridisierung 60 °C 30s 35 x
Elongation 72 °C 1 min

Finale Elongation 72 °C 7 min

Kihlung 4°C n. B.

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch Elektrophorese in einem 1%igen Agarose-Gel.

3.9.2 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wird zunachst RNA in komplementare cDNA umgeschrieben, die als
Template in einer PCR-Reaktion eingesetzt wird. Diese Technik wurde fir Proben
verwendet, die durch Laser-assisted cell picking gewonnen wurden. Die RNA-Isolierung und
cDNA-Synthese dieser Proben sind in Kapitel 3.6.2 und 3.7.2 beschrieben. Die PCR wurde
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mit der AmpliTag Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems) nach folgendem Protokoll

durchgefihrt.
ddH,O 10,375 ul
MgCl; (25 mM) 1u
10x PCR Gold Puffer 2,5 ul
Vorwarts-Primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
Ruckwarts-Primer (10 pmol/pul) 0,5 ul
cDNA 10 pl
AmpliTag Gold DNA Polymerase (5 U/ul) 0,125 ul

25 ul
Primer Sequenz 5‘ > 3¢ Tm
SOAT-F4 ACC TGG TCC TGG AGT CTT C 58,8 °C
SOAT-R4 GAA TGG TCA GGC ACA CAA G 56,7 °C
B-AktinH-F4 GCG AGA AGA TGA CCC AGA TC 60 °C
B-AktinH-R4 CGT ACA GGG ATA GCA CAG C 59 °C

Die SOAT-Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) und die B-Aktin-Primer
von Metabion (Martinsried) erworben.

Da schon wéahrend der cDNA-Synthese genlgend dNTPs eingesetzt wurden, brauchten
diese bei der PCR nicht ergénzt werden. Als Negativkontrolle wurde cDNA durch ddH,O
ersetzt und 0,5 pl dNTPs hinzugefigt.

Die PCR lief nach folgendem Temperaturprogramm im Thermocycler Primus 96 advanced

gradient:

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 30s ]
Primerhybridisierung 60 °C — 0,5 °C/Zyklus 30s - 10 Zyklen
Elongation 72 °C 30s

Denaturierung 95 °C 30s i
Primerhybridisierung 57 °C 30s L 34 Zyklen
Elongation 72 °C 30s

Finale Elongation 72 °C 7 min

Kihlung 4°C n. B.

Zur Analyse wurden 20 pl PCR-Produkt mit 4 ul 6 x Ladepuffer vermengt und auf ein 3%iges

Agarose-Gel aufgetragen.
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3.9.3 Real-Time quantitative Reverse Transkriptase-PCR (QRT-PCR)

Die gRT-PCR ermdbglicht die Erfassung von PCR-Produkten im zeitlichen Verlauf der
Reaktion (Echtzeit). Bei den hier benutzten TagMan-Fluoreszenzsonden wird bei jedem
gebildeten PCR-Produkt ein Fluoreszenzsignal ausgesendet, das auf die Menge
eingesetzter DNA riickschlieBen lasst. Hierbei bindet neben den sequenzspezifischen PCR-
Primern eine fluoreszenzmarkierte Sonde innerhalb des zu amplifizierenden Segments. An
ihrem 5-Ende sitzt der Fluoreszenzfarbstoff FAM und am 3'-Ende ein nicht fluoreszierender
Quencher, der aufgrund seiner raumlichen Nahe zum Fluoreszenzfarbstoff eine
Lichtemission unterdrickt. Die Tag-Polymerase amplifiziert, von Primern ausgehend, die
DNA. An der Sonde angekommen, spaltet sie aufgrund ihrer 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitat
zunachst den Fluoreszenzfarbstoff ab, der nun nicht mehr durch den Quencher unterdrtickt
wird und nach Anregung ein Fluoreszenzsignal definierter Wellenlange aussendet. Die
wahrend der Synthese gemessene Fluoreszenzintensitat ist proportional zur Anzahl neu
gebildeter PCR-Produkte und lasst auf die Menge an Ausgangs-DNA riickschlie3en. Auch
der Rest der Sonde sowie der Quencher werden nun abgespalten und der DNA-Strang
weiter verdoppelt. Am 3‘-Ende sitzt neben dem Quencher ein minor groove binder (MGB),
der die gebundene Sonde am DNA-Strang stabilisiert, so dass klrzere Sondensequenzen
benutzt werden kénnen (Abb. 3.1).

Amplifikation und
Spaltung der Sonde

T 5 o
/h%l_) N\}‘
5 Primer : M MGB & Primer @M MGB

3 5¢ 3 5¢

Anlagerung

Abb. 3.1: Prinzip der Real-Time qRT-PCR mit TagMan-Sonden

Nach der Denaturierung des Doppelstrangs lagern sich die Primer und die Sonde an den
DNA-Einzelstrang an. Die Fluoreszenz des Farbstoffs FAM (F) wird durch den Quencher (Q)
unterdrickt. Die Polymerase (P) verlangert den Strang in 5°-3'-Richtung und spaltet
schlielRlich den Fluoreszenzfarbstoff ab, der nun Licht emittiert. Die restliche Sonde wird
vollstandig abgespalten und der DNA-Strang weiter amplifiziert.

In dieser Arbeit wurde die Real-Time gRT-PCR zur Erstellung eines Expressionsprofils von
nativen JEG-3-Zellen Uber verschiedene Transporter und Enzyme verwandt. AulRerdem
erfolgte die Uberprufung der Genexpression in den selbst generierten, stabil transfizierten
SOAT-, OATP2B1- und OAT4-JEG-3-Zellen. Des Weiteren erfolgte die Uberpriifung der
Genexpression in den benutzten SOAT-, OAT4-, OATP2B1-, NTCP-, ASBT- sowie Flpin-
HEK293-Zellen. Hierzu wurde zundchst RNA aus Zellen isoliert (Kapitel 3.6.1), in cDNA
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umgeschrieben (Kapitel 3.7.1) und schlieBlich als Template fur die PCR eingesetzt (Two-
Step RT-PCR). Ein Reaktionsansatz beinhaltete:

TagMan Gene Expression Master Mix 12,5 pl
ddH,0O 6,25 pl
TagMan Gene Expression Assay 1,25 pl
cDNA 5 pl

Der TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) enthalt die AmpliTagq Gold
DNA Polymerase, UP (Ultra Pure) fir Hot Start PCR, die erst bei erhdhter Temperatur
aktiviert wird, wenn DNA denaturiert vorliegt. Aul3erdem sind Puffer-Komponenten, dNTPs
und der Kontrollfarbstoff ROX enthalten. Dieser stellt eine interne Referenz dar, zu der der
Sondenfluoreszenzfarbstoff normalisiert werden kann und Unterschiede beziglich
Konzentration oder Volumen ausgeglichen werden kénnen. Der TagMan Gene Expression
Assay (Applied Biosystems) enthélt sequenzspezifische Primer und die fluoreszenzmarkierte
Sonde.

Zunachst wurden die Komponenten aufler der cDNA in einem sterilen, mit UV-Licht
behandelbaren Abteil auf Eis in eine 96-Well-Platte (Applied Biosystems) pipettiert. Die
cDNA wurde aullerhalb dieses Abteils hinzugefligt. Die Platte wurde mit Folie zugeklebt,
zentrifugiert und die PCR-Reaktion im Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System
nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung 95 °C 10 min

Denaturierung 95 °C 15s
Primerhybridisierung 60 °C 1 min 45 Zyklen
Kihlung 4°C n. B.

Die Auswertung erfolgte durch eine relative Quantifizierung nach der AACt-Methode. Der Cy-
Wert (signal threshold cycle) bezeichnet den Zyklus, bei dem ein signifikant erh6htes
Fluoreszenzsignal im Vergleich zum unspezifischen Hintergrund messbar ist. Zunachst
wurde der C+-Wert des Referenzgens B-Aktin vom Ci-Wert des zu untersuchenden Gens
abgezogen (=AC+). Im zweiten Schritt wurde der ACt-Wert des am niedrigsten exprimierten
Gens (Kalibrator) von den anderen ACt-Werten abgezogen (=AAC+). AbschlieRend erfolgte
eine Transformation nach der Formel 224", Der erhaltene Wert gibt die x-fache Expression

des Gens im Vergleich zum Kalibrator an.
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3.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese. Je nach
Grolle der zu erwartenden DNA-Fragmente wurden 1-3%ige Agarosegele verwendet.
Wahrend 1%ige Gele eine gute Auftrennung von DNA-Fragmenten zwischen 500-1000 bp
ermoglichen, dienen 3%ige Gele dem Auftrennen von DNA-Fragmenten <100 bp, wie sie bei
Proben aus dem Laser-assisted cell picking zu erwarten waren. Die Agarose wurde in
1 x TAE suspendiert, durch vorsichtiges Aufkochen in der Mikrowelle gelést und nach
leichtem Abkuhlen in einen Gelschlitten gegossen, der mit einer Taschenschablone
versehen war. Nach Erstarren des Gels wurde es in eine mit 1 x TAE-Puffer gefilite
Elektrophoresekammer gelegt, die Taschenschablone entfernt und die mit 6 x Loading Dye
(Ladepuffer, Thermo Scientific) vermischten Proben in die Taschen pipettiert (2 ul 6 x
Ladepuffer auf 10 ul Probe). Zur GroRenbestimmung diente standardmaftig der
Langenstandard GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) bzw. fur 3%ige Gele der
Low Molecular Weight Ladder (NEB). Die Elektrophorese erfolgte bei 5-10 V/icm, bis die
Bromphenolblaufront 2/3 des Gels durchlaufen hatte. AnschlieBend wurden die Gele 30 min
in GelRED-Farbelésung (Biotium) gefarbt und mit dem Image Master (Amersham Pharmacia

Biotech) fotografiert.

3.11 Zellbiologische Methoden

3.11.1 Kultivierung und Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO, in Brutschranken kultiviert.
Alle drei bis vier Tage wurde das Medium gewechselt, um die Zellen mit neuen Néhrstoffen
zu versorgen und das im Medium enthaltene L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin zu
erneuern, die nur wenige Tage bei 37 °C stabil sind. Nach Erreichen von ca. 90 % Konfluenz
wurden die Zellen abgel6st und die Zellzahl in der Schale verringert. Hierzu wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen ein- bis zweimal mit PBS gewaschen und Trypsin-EDTA-
Losung (1 ml bei 75 cm2-Flaschen, 2 ml bei 175 cm?-Flaschen) auf die Zellen gegeben. Da
Trypsin seine grofdte Aktivitat bei 37 °C entfaltet, wurden die Schalen 1-4 min in den
Brutschrank gestellt, so dass sich die Zell-Zell-Verbande sowie die Verbindung zum
Flaschenboden l6sten. Durch Klopfen an der Flaschenwand wurden alle Zellen vollstéandig
abgel6st, die Trypsinwirkung durch Zugabe der doppelten Menge Medium gestoppt und die
Zellen durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die Hemmung des Trypsins
erfolgt zum einen durch im fetalen Kalberserum enthaltene Trypsininhibitoren, die
Trypsinwirkung wird aber zusatzlich durch einen Verdinnungseffekt Gber das
hinzugegebene Medium gemindert. Je nach Bedarf wurde ein Teil der Zellsuspension auf

zusatzliche Zellkulturflaschen verteilt, eingefroren oder fir Versuche ausgesét. Im Gegensatz
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zu HEK293-Zellen, die in der Regel einen gleichméRigen Zellrasen in der Zellkulturflasche
bilden, zeigen JEG-3-Zellen koloniales Wachstum und setzen sich nach dem Ablésen in
Gruppen ab, die Startpunkte fir neue Kolonien bilden. Bei geringer Zellzahl und damit einer
geringen Dichte an Kolonien (beispielsweise wahrend der stabilen Transfektion) war es
daher nétig, auch vor Erreichen vollstandiger Konfluenz die Zellen abzuldsen. Auf diese
Weise wurden neue Startpunkte flir Kolonien gesetzt und verhindert, dass Zellen zu lange im

Inneren einer Kolonie verblieben, was zum Absterben der Zelle fihren kann.

3.11.2 Auszahlen und Aussaen von Zellen

Das Ausséaen von Zellen erfolgte in 12- oder 24-Well-Platten, deren Wells zur Verbesserung
der Zelladharenz ca. 30 min mit Poly-L-Lysin inkubiert wurden. Um eine definierte Zellzahl in
jedes Well zu Uberfuhren, wurde nach dem Ablésen der Zellen von der Zellkulturflasche
zunachst die Anzahl der Zellen in der Zellsuspension bestimmt. Hierzu wurden 50 pl
Zellsuspension in 400 pul PBS verdinnt, mit 50 pul Trypanblau zur Lebend-Tod-Féarbung
versetzt und in einer Birker-Zahlkammer ausgezéahlt. Die bendtigte Menge Zellsuspension
wurde berechnet, das Volumen entsprechend mit Medium verdiinnt und 1 ml Zellsuspension
pro Well bei 24-Well-Platten, bzw. 2 ml bei 12-Well-Platten eingesetzt. Hierbei ist bei JEG-3-
Zellen zu beachten, dass sich diese vermehrt in der Mitte der Wells absetzen, wahrend die
Randbereiche zellarm bleiben. Um ein gleichmaRiges Absetzen zu gewahrleisten und die
Zellwolke in der Mitte der Wells aufzuldsen, war hier ein mehrfaches ruckartiges Hin- und

Herbewegen der Platten von besonderer Bedeutung.

3.11.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese zunéchst wie oben beschrieben vom
Zellflaschenboden geltst und 1350 pl Zellsuspension in Kryovials gegeben, in die 150 pl
DMSO vorgelegt waren. Der Anteil an DMSO am Gesamtvolumen betrug damit 10 %. Es
erfolgte ein stufenweises Einfrieren, bei dem die Kryovials zun&chst in Styroporboxen ca. 2 h
bei -20 °C und Uber Nacht bei -80 °C gelagert wurden, bevor sie in flissigen Stickstoff zur

Langzeitlagerung tberfuhrt wurden.

3.11.4 Auftauen von Zellen

Aufgrund der bei Raumtemperatur zelltoxischen Wirkung des Gefrierschutzmittels DMSO
sollte das Auftauen rasch geschehen. Die Kryovials wurden mit Hilfe eines Schwimmers bei
37 °C im Ruittelwasserbad ca. 2 min erwarmt, bis die Eiskristalle gelost waren und die
aufgetaute Zellsuspension unter der Sterilbank in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfuhrt
werden konnte. Zum Entfernen des Einfriermediums wurde die Suspension 5 min bei 700 x g

(3000 rpm) zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Medium
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resuspendiert. Nach Uberfiihren in eine Zellkulturflasche erfolgte die Kultivierung wie oben

beschrieben.

3.11.5 Herstellung von DCC-FKS

Um im fetalen Kalberserum (FKS) enthaltene Steroidhormone zu entfernen, wurde das FKS
fur die Metabolismusmessungen mit Aktivkohle behandelt. 0,5 g Dextran Coated Charcoal
(DCC, Aktivkohle) wurden zu 100 ml FKS gegeben, geschittelt und 24 h bei 4°C
aufbewahrt. Der Anteil an Aktivkohle betrug somit 0,5 %. Die Aktivkohle setzte sich ab und
das FKS wurde dekantiert. Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt, wobei jeweils ein
Anteil von 0,5 % Aktivkohle zugesetzt wurde. Danach wurde das FKS Uber einen Faltenfilter
filtriert, anschlieRend sterilfiltriert (0,22 um PorengréRe) und das erhaltene DCC-FKS
bei -20 °C gelagert.

3.12 Stabile Transfektion eukaryotischer Zellen

Zur Untersuchung von Proteinen im Zellmodell muss zunachst die DNA des zu
untersuchenden Gens in die Zelle eingefiihrt werden. Diese wird zunachst in einen Vektor
integriert und mit Hilfe eines Transfektionsmediums in die Zelle eingebracht, wo sie in ein
Protein translatiert werden kann. Die aufgenommene DNA wird nach wenigen Tagen in der
Zelle abgebaut; somit handelt es sich um eine transiente Transfektion. Selten wird das
Konstrukt dauerhaft in das Genom der Zelle eingebaut, wo es vor Abbau geschutzt ist und
an die Tochterzellen weitergegeben wird. Ist der Vektor mit einem Resistenzgen gegenuber
einem bestimmten Antibiotikum ausgerustet, kbnnen die Zellen selektioniert werden, die die
eingebrachte DNA ins Genom aufgenommen haben, d. h. es liegt eine stabile Transfektion
vor. Diese stabilen Zelllinien eignen sich besonders fir die langerfristige Untersuchung von
Proteinen. In dieser Arbeit wurden JEG-3-Zellen unter Verwendung des Flp-In-Systems von
Invitrogen stabil mit den Steroidsulfattransportern SOAT, OATP2B1 und OAT4 transfiziert.
Das FlIp-In-System basiert auf folgendem Prinzip: In einem ersten Schritt wird der Vektor
pFRT/lacZeo mit seiner FRT site (Flp-In recombinant target site) stabil in das Genom
integriert, so dass eine FlpIn-Wirtszelllinie entsteht. In einem zweiten Schritt wird das zu
untersuchende Gen (in dieser Arbeit verschiedene Transporter) in einem kompatiblen
Plasmid, das ebenfalls eine FRT site enthalt, an diese Stelle eingefiigt. Die zu
untersuchenden Gene werden daher jeweils an der gleichen Stelle im Genom eingebaut, so

dass vergleichbare Zelllinien mit &hnlicher Expression der jeweiligen Gene entstehen.
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3.12.1 Generierung einer FIpIn-JEG-3-Wirtszelllinie

Der pFRT/lacZeo-Vektor enthélt das Zeocin-Resistenzgen, das die Selektion von Zellen
ermdglicht, die den Vektor stabil integriert haben. Hierzu war es nétig, die minimale Zeocin-
Konzentration zu ermitteln, die untransfizierte JEG-3-Zellen innerhalb von 1-2 Wochen totet.
Zellen wurden in 12-Well-Platten ausgesat, so dass sie am nachsten Tag 25 % Konfluenz
hatten und Zeocin-Konzentrationen zwischen 5 und 100 pg/ml getestet. Dabei erwiesen sich
10 pg/ml als ausreichend, die nachfolgend zur Selektion eingesetzt wurden. Vorbereitend zur
stabilen Transfektion wurde der pFRT/lacZeo-Vektor mit dem Restriktionsenzym Scal
linearisiert, durch Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und mittels Ethanolfallung
konzentriert. In eine 6-Well-Platte wurden 1,1 Mio JEG-3-Zellen pro Well ausgesat, so dass
sie am folgenden Tag eine Konfluenz von ca. 80-90 % hatten. Die Transfektion erfolgte mit
dem Lipid-basierten Transfektionsmedium Fugene HD (Promega) nach folgendem Protokoll:
Das Transfektionsmedium Fugene HD und die DNA wurden auf Raumtemperatur gebracht
und vorsichtig gemischt. Pro Well wurden 1,2pug pFRT/lacZeo-Vektor und 3,6
Transfektionsmedium eingesetzt sowie Opti-MEM in einem Volumen vorgelegt, das auf
150 pl ergénzte. Der Transfektions-Mix wurde 15 min inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und 3 ml Ham’s F12 Medium pro Well vorgelegt. 150 pl
Transfektions-Mix wurden in die Wells getropft und die Platte 10-30 s gertittelt. 24 h spater
wurden die Zellen gewaschen, um das Transfektionsmedium zu entfernen und gegen
frisches Medium auszutauschen. Weitere 24 h spater wurden die Zellen mit 500 pl Trypsin-
EDTA abgel6st und die Reaktion mit 1,5 ml Medium gestoppt. Jeweils 1 ml Zellsuspension
wurden in zwei Petrischalen gegeben und mit 9 ml Medium aufgefiillt. Am nachsten Tag
wurde das Medium abgezogen und Selektionsmedium mit 10 pug/ml Zeocin hinzugefligt.
Nachdem sich einzelne resistente Kolonien gebildet hatten, wurden diese einzeln in Wells
einer 24-Well-Platte umgesetzt und schlieRlich in einer 12,5 cm?-Schale weiterkultiviert.

Um den geeignetsten Klon dieser Flpin-JEG-3-Wirtszelllinien fur die weitere Transfektion
auszuwahlen, wurde die Starke der Expression des LacZ-Gens anhand des

B-Galactosidase-Assays Uberpriift.

3.12.2 [-Galactosidase-Assay

Das pFRT/lacZeo-Plasmid wurde an einer zufélligen Stelle im Genom der JEG-3-Zellen
eingebaut und FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinien generiert. Uber die FRT site des Plasmids sollte in
einem nachsten Schritt der gewiinschte Transporter durch eine zweite stabile Transfektion
eingefiigt werden (Abb. 3.2). Um eine hohe Expression des Transporters zu gewdahrleisten,
ist es von Interesse, das das pFRT/lacZeo-Plasmid an einer transkriptionell aktiven Stelle

des Genoms eingebaut wird, da diese die spatere Lokalisation des Transporters darstellt.
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Das im Plasmid enthaltene LacZ-Gen exprimiert das Enzym B-Galactosidase, so dass Uber
die Menge synthetisierter B-Galactosidase Ruckschluss auf die transkriptionelle Aktivitéat
dieser Stelle des Genoms gezogen werden kann. Um die Qualitdt verschiedener Flpin-
JEG-3-Wirtszelllinien zu vergleichen und die Auswahl eines geeigneten Klons zu
ermdglichen, wurde der B-Galactosidase-Assay durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf einer
Spaltung des farblosen o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosids (ONPG) durch die
B-Galactosidase in Galactose und den gelben Farbstoff o-Nitrophenol (ONP), der bei einer
Wellenlange um 420 nm gemessen werden kann.

Hierzu wurden die im Protokoll des B-Gal Assay Kits (Invitrogen) genannten Lésungen und
Puffer selbst hergestellt und nach diesem Protokoll vorgegangen: Klone verschiedener Flpin-
JEG-3-Wirtszelllinien, untransfizierte JEG-3-Zellen als Negativkontrolle und Flpln-HEK293-
Zellen als Positivkontrolle wurden mit Trypsin-EDTA abgel6st. Je nach Zelldichte wurden
750-1500 pl Zellsuspension herunterzentrifugiert, in 130 ul Tris-Lysepuffer resuspendiert und
bei 4 °C aufbewahrt, bis alle Zellklone bereitgestellt waren. Es folgten vier Frier-Tau-Zyklen
bei -80 °C und bei 37 °C im Wasserbad. Unldsliches Material wurde 5 min bei 20 800 x g
(14 000 rpm) und 4 °C herunterzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Dieser wurde bei -80 °C Uber Nacht aufbewahrt. Von jedem Zelllysat wurden 5, 10,
und 30 ul in ein neues ReaktionsgefalR tberfihrt und mit ddH,O auf 30 pl aufgefillt. 70 ul
ONPG (4 mg/ml) und 200 pl 1 x Cleavage-Puffer mit f-Mercaptoethanol wurden hinzugeflgt,
vorsichtig gemischt und kurz herunterzentrifugiert. Es folgte eine 30-minttige Inkubation bei
37 °C im Wasserbad, wahrend der die B-Galactosidase das Substrat ONPG spalten konnte
und sich der gelbe Farbstoff ONP bildete. Um die Aktivitat zu stoppen, wurden 500 ul Stopp-
Puffer hinzugefugt und die Absorption bei 415 nm gemessen. Hierzu wurden pro Probe 3 x
200 pl in eine 96-Well-Platte pipettiert und im Microplate Reader gemessen. Als Leerwert
diente Cleavage-Puffer mit ONPG ohne Zelllysat. Um unterschiedliche Protein-
konzentrationen zu bericksichtigen, wurde mit dem Ausgangszelllysat eine Protein-
bestimmung mit dem BCA-Assay (Novagen) durchgefiihrt. Die Berechnung der spezifischen

Aktivitat der B-Galactosidase erfolgte anhand folgender Formeln:
(ODyq5) x 8 x 10°

nl
4500 nmol x cm

nmol hydrolysiertes ONPG =
x1.cm

Spezifische Aktivitdt = nmol hydrolysiertes ONPG/Zeit/mg Protein

Ein Vergleich der spezifischen B-Galactosidase-Aktivitdt verschiedener FlpIn-JEG-3-
Wirtszelllinien ermoglichte die Auswahl geeigneter Klone fiur die stabile Transfektion mit
verschiedenen Transportern. Der fir die weiteren Versuche eingesetzte Klon wurde auf den
Namen JEG-3-FRT getauft.
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3.12.3 Generierung von stabil mit Transportern transfizierten JEG-3-Zellen

Die Transporter SOAT, OATP2B1 und OAT4 wurden stabil in JEG-3-FRT-Zellen transfiziert.
Die genutzten fertigen Expressionsvektoren SOAT-pcDNA9/FRT/TO, OATP2B1-
pcDNA9/FRT/TO und OAT4-pcDNA5S/FRT wurden von Dr. B. Ugele (Munchen) zur
Verfligung gestellt. Sie enthalten ein Hygromycin B-Resistenzgen, das die Selektion von
transfizierten Zellen erméglichte. Hierzu wurde zunachst ein Hygromycin-Sensitivitatstest an
untransfizierten Zellen durchgefihrt und Konzentrationen zwischen 2,5 und 400 pg/ml
getestet. Der Bereich von 10-40 pg/ml erwies sich als ausreichend zytotoxisch fur
untransfizierte Zellen. Fir die Transfektion wurden pro Well 4 x 10° Zellen der generierten
FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinien (JEG-3-FRT) in 12-Well-Platten ausgesat und am nachsten Tag
einzeln mit den oben genannten Expressionsvektoren sowie dem pOG44-Vektor
cotransfiziert. Der pOG44-Vektor exprimiert die FIp-Rekombinase, die durch Rekombination
der FRT sites den Expressionsvektor in das Genom des pFRT/lacZeo-Vektors einfligt (Abb.
3.2).

Expressionsvektor mit

Hygromycin GOI gene of interest (GOI)

+ p0G44

FlpIn-Wirtszelllinie
ee ATG il 'acZ-Zeocin 4 mit pFRT/lacZeo-Vektor
und Zeocinresistenz

% ATG I3l Hygromycin m—/ lacZ-Zeocin 4

Zelllinie mit GOI und Hygromycinresistenz

Abb. 3.2: Vereinfachte Darstellung des Flp-In-Systems von Invitrogen

Die Flpin-Wirtszelllinie enthalt den pFRT/lacZeo-Vektor, der eine FRT site enthalt und eine
Zeocinresistenz vermittelt. Die Expressionsvektoren pcDNAS5/FRT oder pcDNA9/FRT/TO mit
dem gene of interest (GOI), in dieser Arbeit SOAT, OATP2B1 oder OAT4, wurden
zusammen mit dem pOG44-Vektor in die Flpin-Wirtszelllinie cotransfiziert. pOG44 codiert
eine FIp-Rekombinase, die den Expressionsvektor Uber die FRT sites in die Flpln-
Wirtszelllinie einfugt. Das Hygromycin-Resistenzgen des Expressionsvektors befindet sich
daraufhin benachbart zum ATG-Start-Codon und SV40-Promotor (nicht dargestellt) des
pFRT/lacZeo-Vektors. Es wird daher exprimiert, wahrend die Zeocinresistenz verloren geht
(Life Technologies - Handbuch Flp-In System 2013).

Pro Well wurden 0,25 ug Expressionsvektor-DNA, 1,75 ug pOG44 und 6 pl Fugene HD
Transfektionsmedium eingesetzt sowie mit Opti-MEM auf 50 pl aufgefillt. In die Wells wurde

1 ml Ham’s F12 vorgelegt, 50 ul Transfektions-Mix pro Well dazugetropft und 24 h inkubiert.
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Das Medium wurde gewechselt und am darauffolgenden Tag jeweils ein Well in eine
Petrischale umgesetzt. Die weitere Vorgehensweise erfolgte wie bei der Generierung der
FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinie beschrieben. Fiur die Selektion wurden 10 pg/ml Hygromycin
eingesetzt, die Konzentration wurde spater bei SOAT und OATP2B1-JEG-3-Zelllinien auf
40 pg/ml erhoht. Die fur die Versuche eingesetzten Zellklone wurden SOAT-JEG-3 #1 und
#2 benannt, bei denen es sich um zwei unterschiedliche Klone handelt. Bei OATP2B1 und
OAT4 wurde der verwendete Zellklon OATP2B1-JEG-3 bzw. OAT4-JEG-3 genannt.

3.13 Transportmessungen mittels Flussigszintillationsmessung

Transportmessungen wurden an nativen und stabil mit Transportern transfizierten JEG-3-
Zellen sowie an stabil mit Transportern transfizierten HEK293-Zellen durchgefinhrt.

Gemessen wurde die Aufnahme der Substanzen DHEAS und E;S.

3.13.1 Versuchsvorbereitung

Die Zellen wurden drei Tage vor der Messung in 24-Well- oder 12-Well-Platten ausgesat, so
dass sie am Tag der Messung etwa 90-100 % Konfluenz aufwiesen. Zellen, die flr eine
Proteinexpression auf Tetrazyklin angewiesen waren, wurden zuséatzlich 72 h vor der
Messung mit Tetrazyklin (1 pg/ml) induziert.

Die Messloésung fur Radioaktivmessungen bestand aus nicht-radioaktiv markierter Substanz,
die in Transportpuffer gelést war und der zu einem geringen Prozentsatz Tritium-markierte
[*H]-Substanz zugesetzt wurde. Hierzu wurde das Ethanol, in dem die radioaktiv markierte
Substanz geldst war, zunachst unter dem Isotopenabzug bei getffnetem Reaktionsgefal’
abgedampft und die Substanz in 37 °C warmem Transportpuffer geldst. Wurde nur ein
geringes Volumen an radioaktiv markierter Substanz eingesetzt, wurde auf das Verdampfen
des Ethanols verzichtet. Zusatzlich wurde unmarkierte Substanz in DMSO gel6st und der
radioaktiv markierten Substanz zugesetzt, so dass eine konzentrierte Stammlésung
entstand. Diese wurde dann in natriumhaltigem oder natriumfreiem Transportpuffer verdinnt,
so dass die gewinschte Endkonzentration mit definiertem Anteil radioaktiv markierter
Substanz entstand. Fir ein zeitgenaues Pipettieren und Abstoppen der Wells wurden die

Platten mit einem heif3en Draht in einzelne Reihen oder Wells geschnitten.

3.13.2 Aufnahmemessung

Transportmessungen fanden unter Anwesenheit von Natrium oder unter natriumfreien
Bedingungen statt. Vor Beginn der Transportmessung wurde das Medium aus den Wells
abgekippt und die Zellen dreimal mit 37 °C warmem PBS (fir Messungen mit Natrium) bzw.

mit natriumfreiem Transportpuffer (fir Messungen ohne Natrium) gewaschen. Anschlie3end
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wurden die Zellen 10 min mit Transportpuffer (natriumhaltig oder —frei) auf einer Warmeplatte
bei 37 °C equilibriert. Zum Starten der Aufnahmemessung wurde der Transportpuffer
abgezogen und 300 pl (24-Well-Platte) oder 500 pl (12-Well-Platte) Messlésung zugegeben.
Nach der erwinschten Zeit wurde die Messldsung abgekippt und die Substrataufnahme
durch funfmaliges Eintauchen der Wells in eiskaltes PBS gestoppt.

3.13.3 ICsp-Messungen

Zur Bestimmung der Konzentration an 16a-OH-DHEAS, die die Aufnahme von [3BH]DHEAS in
OAT4-, SOAT- und NTCP-HEK293-Zellen halbierte, wurden Lésungen mit verschiedenen
Konzentrationen an 16a-OH-DHEAS angesetzt, die zwischen 200 nM und 1500 pM lagen.
Zusatzlich wurde eine Lésung ohne 16a-OH-DHEAS aus reinem Transportpuffer vorbereitet.
Hierbei wurde beriicksichtigt, dass in allen Losungen die gleiche Menge DMSO (2 %)
vorhanden war, welches das Lésungsmittel von 16a-OH-DHEAS darstellte. Die Messung
startete wie Dbereits beschrieben mit dem Waschen der Zellen und Equilibrieren in
Transportpuffer. Anschlieend wurden 280 ul 16a-OH-DHEAS-L6sung zugegeben und die
Zellen 5 min damit inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von 20 pl [BH]DHEAS-Messlosung, die
nach dem oben genannten Prinzip angesetzt wurde, so dass in den Wells eine
Endkonzentration von 200 nM DHEAS vorlag. Nach weiteren 5 min wurde die Messung in
eiskaltem PBS gestoppt.

3.13.4 Flussigszintillationsmessung

Die von den Zellen aufgenommene Substratmenge wurde mittels Flissigszintillations-
messung bestimmt. Hierzu wurden die Zellen durch Inkubation mit NaOH-SDS-Lysepuffer
Uber Nacht bei 37 °C lysiert (400 pul bei 24-Well, 500 ul bei 12-Well) und ein Aliquot des
Zelllysats in Minivials Uberfuhrt. Nach Zugabe von 3 ml Szintillationsflissigkeit und Vortexen

wurde die enthaltene Radioaktivitat im Flissigszintillationszahler bestimmit.

3.13.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Um Unterschiede der Zelldichte zwischen verschiedenen Wells zu beriicksichtigen, wurde
der Proteingehalt in jedem Well mittels der Proteinbestimmung nach Lowry ermittelt. Hierzu
wurde eine BSA-Standardreihe mit einer Proteinkonzentration von 0-800 pg/ml erstellt und
3x 20 pl Standard bzw. Zelllysat aus jedem Well in eine 96-Well-Platte dberfuhrt.
AnschlieRend wurden 200 pl Lésung C und nach 15-mindtiger Inkubation 40 pl Folin-Lésung
erganzt. Nach zweistindiger Inkubation war die Farbreaktion abgeschlossen und die

Extinktion wurde bei 655 nm im Microplate Reader bestimmt. Die Extinktionen der
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Standardreihe ergaben in einer linearen Regression eine Eichgerade, die zur Bestimmung

der Proteinkonzentration der Proben diente.

3.13.6 Auswertung der Transportmessungen

Die aufgenommene Menge an radioaktiv markierter Substanz wurde anhand der im
Flussigszintillationszahler gemessenen Radioaktivitit und der substanzspezifischen
Umrechnungsfaktoren bestimmt. Anhand des bekannten prozentualen Anteils radioaktiv
markierter Substanz in der Messlosung wurde die Gesamtmenge an aufgenommener
Substanz berechnet, die in Bezug zur ermittelten Proteinkonzentration gesetzt wurde. Die
Angabe der aufgenommenen Substanzmenge erfolgte in pmol/mg Protein. Zur graphischen
Darstellung der Ergebnisse und Berechnung der ICso-Werte wurde das Programm GraphPad
Prism 4.03 verwendet.

Fir ICso-Messungen wurde die Aufnahme von DHEAS in Flpin-HEK293-Kontrollzellen von
der Aufnahme in den stabil mit Transportern transfizierten Zellen abgezogen. Die sich daraus
ergebende Aufnahmeleistung ohne Anwesenheit von 16a-OH-DHEAS wurde auf 100 %
gesetzt und die Aufnahmeleistung nach Prainkubation mit verschiedenen Konzentrationen
an 16a-OH-DHEAS dazu in Bezug gesetzt, so dass sich mit steigender Konzentration an
16a-OH-DHEAS eine sinkende prozentuale Aufnahme von DHEAS ergab.

Die Berechnung von Signifikanzen wurde mit dem ungepaarten zweiseitigen t-Test

durchgefuhrt und erfolgte ebenfalls mit dem Programm GraphPad Prism 4.03.

3.14 Transportmessungen mittels Flissigchromatographie-
Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS-MS)

Transportmessungen mittels Flissigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-
MS-MS, Liquid chromatography-tandem mass spectrometry) erfolgten ahnlich den
Transportmessungen mit Flussigszintillationszéhler. Da die Substanzen direkt gemessen

werden kénnen, war hierfir jedoch keine Zugabe radioaktiv markierter Substanz notwendig.

3.14.1 Versuchsvorbereitung

Stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden drei Tage vor der Messung in 12-Well-Platten
ausgesat und falls nétig die Proteinexpression mit Tetrazyklin induziert. Die Messungen
wurden wie die Radioaktivmessungen in natriumhaltigem oder natriumfreiem Transportpuffer
durchgefuhrt. 16a-OH-DHEAS wurde in DMSO vorgelost und auf die Transportpuffer
aufgeteilt. Far Affinititsmessungen (Michaelis-Menten-Kinetiken) wurden verschiedene
Konzentrationen an 16a-OH-DHEAS vorbereitet, die je nach Zelllinie zwischen 1 pM und
1000 pM lagen.
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3.14.2 Aufnahmemessung

Die Aufnahmemessung erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie bereits unter Kapitel 3.13.2
erlautert. Zum Start der Messung wurden 500 pl Messlosung in die Wells pipettiert. Fir
Hemmstudien wurden die Zellen fir 5 Minuten mit 470 ul 1 mM BSP vorinkubiert und
anschlieRend 30 pl 16a-OH-DHEAS zugegeben, so dass die Endkonzentration in den Wells
10 uM betrug.

3.14.3 LC-MS-MS-Messung

Zur Zelllyse wurde das Frier-Tau-Verfahren angewandt. Hierzu wurden 500—-600 pl ddH,0 in
die Wells pipettiert und 4 x bei -80°C gefroren und bei 37 °C aufgetaut. Ein Aliquot des
Zelllysats wurde zur Bestimmung des 16a-OH-DHEAS-Gehaltes mittels LC-MS-MS
entnommen. Diese wurde von A. Sanchez Guijo im Steroidlabor der Abteilung fur allgemeine
Padiatrie und Neonatologie des Universitatsklinikums Gief3en und Marburg (UKGM), Leitung
Prof. S. Wudy, durchgefihrt (Methode siehe Galuska et al. 2013). Als interner Standard fir
die Quantifizierung von 16a-OH-DHEAS diente Deuterium-markiertes Natrium-Estradiolsulfat
(d4E,S).

3.14.4 Proteinbestimmung mit dem BCA-Assay

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Assay Kit (Novagen). 3 x 25 ul BSA-Standard
(0—1000 pg/ml) sowie Zelllysat wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert und 200 pl BCA-
CuSO0y4-Ldsung ergénzt. Die Platte wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und die Extinktion bei
570 nm im Microplate Reader oder bei 560 nm im GloMax-Multi+ Detection System
bestimmt. Die Extinktionen der Standardreihe ergaben in einer linearen Regression eine

Eichgerade, die zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben diente.

3.14.5 Auswertung der Transportmessungen

Die im Zelllysat bestimmte Menge an 16a-OH-DHEAS wurde in Bezug zur Proteinmenge
gesetzt, so dass die Aufnahme in pmol/mg Protein berechnet werden konnte. Die graphische
Darstellung sowie die Berechnung der Michaelis-Menten-Kinetiken erfolgten mit dem

Programm GraphPad Prism 4.03.
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3.15 Metabolismusmessungen

JEG-3-Zellen besitzen aufgrund ihrer Abstammung von einem Chorionkarzinom Enzyme zur
Synthese von Ostrogenen aus Ostrogenvorstufen. Native JEG-3-Zellen und die stabil
transfizierten SOAT-, OATP2B1-JEG-3- sowie JEG-3-FRT-Zellen wurden in Polylysin-
beschichtete 12-Well-Platten ausgesét und mit Medium versetzt, das DCC-FKS anstelle des
normalen FKS enthielt. Dem DCC-FKS wurden durch Behandlung mit Aktivkohle (Dextran
Coated Charcoal, DCC) vorhandene Steroidhormone entzogen, so dass die Zellen zum
Zeitpunkt der Messung frei von extern zugefugten Ostrogenen waren (Kapitel 3.11.5). Die
Zellen wurden 72 h bis zu einer Konfluenz von ca. 95 % kultiviert. DHEAS, 16a-OH-DHEAS
und E;S wurden in DMSO vorgeldst und in Ham’s F12 Medium auf 5 pM verdtinnt, wobei der
Anteil an DMSO in der Messlésung unter 0,01 % betrug. DHEA wurde nicht in DMSO,
sondern in Ethanol vorgeldst. Die Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen, 1 ml der
Messlosung in die Wells gegeben und fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde
das Medium in ReaktionsgefaRe Uberflhrt und der Gehalt an Steroidhormonen durch LC-
MS-MS im Steroidlabor des UKGMs (Leitung Prof. S. Wudy), bestimmt, so dass die
Steroidprofile der verschiedenen Zelllinien verglichen werden konnten. Nachdem das
Medium in Reaktionsgefal3e Uberfihrt war, wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen, mit
500 pl ddH,O versetzt und die Zellen im Frier-Tau-Verfahren lysiert. Der Steroidgehalt im
Zelllysat wurde ebenfalls Gber LC-MS-MS bestimmt. Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem
BCA-Assay Kit wie bereits in Kapitel 3.14.4 beschrieben. Die Angabe der gebildeten

Steroidhormone, gemessen im Medium, erfolgte in pmol/mg Protein.

3.16 Immunfluoreszenz

Der Nachweis von SOAT in stabil transfizierten Zellen erfolgte mittels indirekter
Immunfluoreszenz. Ein Sekundarantikbrper, an den ein Fluorochrom (fluoreszierender
Farbstoff) gebunden ist, dient hierbei der Sichtbarmachung eines spezifisch gegen das
Zielprotein gerichteten Primarantikorpers. Der Sekundarantikdrper richtet sich gegen die
Spezies, in der der Primarantikdrper generiert wurde.

SOAT-JEG-3-, JEG-3-FRT- sowie SOAT-HEK293-Zellen (+ 1 pg/ml Tetrazyklin) und Flpin-
HEK293-Zellen wurden auf Polylysin-beschichteten Deckglaschen in 24-Well-Platten bis zu
einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Die folgenden Inkubationsschritte wurden
lichtgeschitzt in einer Box auf einem Taumler bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Waschschritte erfolgten mit 400 yul PBS/Well, alle anderen Inkubationsschritte mit 250 pl
Reagenz/Well. Das Medium wurde abgezogen und die Zellen fir 5 min mit 37 °C warmem
PBS gewaschen. Es folgte die Fixation mit 2%igem Paraformaldehyd (PFA) fir 15 min, die

durch Waschen mit PBS fir 2 x 5 min beendet wurde. Die Zellen wurden mit Puffer A
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(20 mM Glycin in PBS) fur 5 min inkubiert und anschlieRend mit 0,2 % Triton X-100 in Puffer
A permeabilisiert. Es folgte eine 30-minutige Blockierung in Blockierlésung bestehend aus
1% BSA in Puffer A mit 4% Ziegenserum. Glycin diente der Bindung von freien
Aldehydgruppen aus der Paraformaldehydfixierung, die ansonsten Primar- und
Sekundarantikdrper binden und zu einer hdheren Hintergrundfarbung fihren. Das zugesetzte
Serum richtete sich nach der Spezies, in der der Sekundéarantikorper gebildet wurde (Ziege).
Als Priméarantikdrper wurde der SLC10A6 C-13 Antikorper (Santa Cruz Biotechnology) in
einer Verdiinnung von 1:50 bis 1:200 in Blockierlosung verwendet und die Zellen 1 h damit
inkubiert, wahrend als Negativkontrolle Wells mit Blockierldsung ohne zugesetzten
Priméarantikoper inkubiert wurden. Durch dreimaliges Waschen mit PBS fur 5 min wurde
ungebundener Antikérper entfernt und die Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff-
gebundenen Sekundarantikorper fur 1 h angeschlossen. Hierzu diente der gegen Kaninchen-
IgG gerichtete Antikdrper Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (Invitrogen) 1:800 in
Blockierlésung. Erneut wurde unspezifisch gebundener Antikérper durch dreimaliges
Waschen mit PBS fir jeweils 5 min entfernt. Die Anfarbung von Kernen erfolgte mit
DAPI/Methanol 1:5000 fur 5 min. Anschlielend wurden die Zellen 5 min mit Methanol
gewaschen und unter dem Abzug trocknen gelassen. Mit einer im Brenner angeglihten
Kanile wurde der Boden der Wells durchstochen und die Deckglaschen vom Boden gelost.
AnschlieRend wurden sie in 5ul ProLong Gold Antifade (Invitrogen) auf Objekttrager
eingedeckelt, 24 h lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur getrocknet und bei 4 °C aufbewabhrt.
Die Beurteilung der Zellen und Aufnahme von Bildern erfolgte mit dem Leica DM5500B
Fluoreszenzmikroskop und dem Programm LAS AF6000 von Leica Microsystems.

3.17 Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran
Ubertragen (Blotten) und ein spezifisches Protein mittels Antikérper nachgewiesen. In dieser
Arbeit wurde die Methode zum Nachweis des SOAT-Proteins in stabil transfizierten SOAT-

JEG-3-Zellen verwendet.

3.17.1 Proteinextraktion aus Zellen

Die Proteinextraktion aus Zellen wurde mit RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay)-Puffer
(Sigma-Aldrich) durchgefiihrt, der sowohl Zelllyse als auch Lésen der Proteine ermdgglicht.
SOAT-JEG-3-, JEG-3-FRT-Zellen sowie SOAT-HEK293-Zellen wurden in jeweils zwei
Petrischalen ausgesat und Proteine nach folgendem Protokoll extrahiert: Das Zellmedium
wurde entfernt, die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und 400 ul RIPA-Puffer pro Petrischale

(mit Protease-Inhibitor 1:100, MBI Fermentas) auf den Zellrasen gegeben. Die Schalen
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wurden fir 15-20 min auf Eis gestellt und die Zellen durch gelegentliches Klopfen gelost.
AnschlieRend wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt, in ein 1,5ml
Reaktionsgefal Gberfihrt und mit einer Kanile (Sterican 20Gx1Y2, Lange 40 mm Gr. 1,
Braun) 10 x hoch- und runtergezogen. Das Zelllysat wurde 10 min auf Eis stehen gelassen,
Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 17 900 x g (13 000 rpm) fur 15 min bei 4 °C entfernt
und der Uberstand in ein vorgekiihites ReaktionsgefaR gegeben. Die Proteinbestimmung
erfolgte mittels BCA-Assay (Kapitel 3.14.4) und die Proben wurden bis zur Verwendung im
Western Blot bei -80 °C aufbewahrt.

3.17.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine nach ihrer Molekularmasse
aufgetrennt. Den Proteinen wird Lammli-Puffer mit p-Mercaptoethanol und SDS
(Sodiumdodecylsulfat) zugesetzt. [B-Mercaptoethanol bewirkt eine Reduktion der
Disulfidbriicken des Proteins und das negativ geladene SDS I6st die hydrophoben
Wechselwirkungen innerhalb des Proteins auf, so dass Quartar-, Tertiar- und
Sekundarstrukturen aufgehoben werden. Zudem wird die Eigenladung der Proteine
Uberdeckt und der negativ geladene SDS-Protein-Komplex kann im elektrischen Feld

aufgetrennt werden.

Gelherstellung:

Fur die Proteinauftrennung wurde die diskontinuierliche Variante der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese gewéhlt, bestehend aus einem Sammelgel, in dem die Proteine zunachst
zu einer scharfen Bande fokussiert werden, und einem Trenngel, in dem die Proteine nach
Molekularmasse aufgetrennt werden. In der Gelkammer PerfectBlue Doppelgelsystem
Twin L (Peqglab) wurde ein 8,2%iges Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit
Ethanol Gberschichtet, so dass Luftblasen entfernt und eine gerade Oberflache wéhrend der
Polymerisation gebildet wurde. Nach 30-60 min wurde das Ethanol abgeschiittet,
Flissigkeitsreste mit einem Filterpapier entfernt und das Trenngel mit einem 4%igen
Sammelgel Gberschichtet. Die Schablone fir die Probentaschen wurde eingesteckt und das
Gel 30-45 min polymerisieren gelassen. Die Elektrophoresekammer wurde mit Tris-Glycin-
SDS-Elektrophoresepuffer befillt.

Elektrophorese:

60 pg Protein von SOAT-JEG-3- und JEG-3-FRT-Zellen sowie 1,5 ug Protein von SOAT-
HEK293-Zellen als Positivkontrolle wurden mit 1/3 des Volumens mit 4 x Lammli-Puffer
versetzt und in die Probentaschen eingeflllt. Als GréRenmarker dienten 5 pl Roti-Mark
WESTERN Marker (Roth) und als Farbmarker PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

(Thermo Scientific). Der Farbmarker wurde an die Stelle gesetzt, an der die Membran spater
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auseinandergeschnitten werden sollte, um einen Teil der Membran mit Primarantikérper und
einen Teil als Negativkontrolle ohne Primarantikbrper zu inkubieren. Die Elektrophorese
wurde zunachst bei 120 V durchgefihrt, bis die blaue Lauffront das Trenngel erreicht hatte,
und dann bei 160V fortgesetzt. Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurde das
Sammelgel abgetrennt und das die aufgetrennten Proteine enthaltende Trenngel dem Gel-
Blot unterzogen.

3.17.3 Proteintransfer (Gel-Blot)

Das im Trenngel aufgetrennte Protein wurde auf eine proteinbindende
Nitrocellulosemembran (Amersham Hybond ECL, GE Healthcare, 0,45 um Porengréf3e)
mittels Elektro-Blot im Semi-Dry-Verfahren Ubertragen. Die Membran sowie neun
Filterpapiere wurden auf GelgroRe zurechtgeschnitten und die Membran 10 min in
Anodenpuffer eingeweicht, wahrend das Gel in Kathodenpuffer tberfihrt wurde. Jeweils drei
Filterpapiere wurden in konzentriertem Anodenpuffer, in Anodenpuffer bzw. in
Kathodenpuffer befeuchtet. In einem PerfectBlue Semi-Dry-Elektroblotter (Peglab) wurde der
Blot wie unter Abb. 3.3 aufgebaut:

Kathode (-)

} 3 Filterpapiere (KP)

[ ] Gel (KP)
Nitrocellulosemembran (AP)

} 3 Filterpapiere (AP)

Laufrichtung
der Proteine

¥ } 3 Filterpapiere (kAP)

Abb. 3.3: Aufbau eines Semi-Dry-Elektroblot-Gelsandwiches
KP = Kathodenpuffer, AP = Anodenpuffer, KAP = konzentrierter Anodenpuffer

Hierbei wurde darauf geachtet, die Schichten frei von Luftblasen zu stapeln. Um eventuell
zurickgebliebene Luftblasen zu entfernen, wurde vorsichtig mit einem 50 ml Reaktionsgefafd
Uber den Stapel gerollt. Der Proteintransfer erfolgte fur 2 h bei nach folgender Formel
berechneter Stromstarke: Stromstarke in mA = Flache der Membran in cm2 x 1,5 mA/cm2.
AnschlieRend wurde der Proteintransfer durch Anfarben der Membran mit Ponceau S
Solution (Sigma) uUberprift, die mittels Waschen in TBS-T wieder entfernt wurde. Die

Membran wurde Uber Nacht in TBS-T aufbewahrt.
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3.17.4 Blockieren der Blotting-Membran und Antikdrperreaktion

Um Uberschissige Proteinbindungsstellen der Membran abzuséattigen, wurde diese 1 h in
5%igem Milchpulver in TBS-T blockiert. Dieser sowie die folgenden Schritte wurden auf
einem Taumler durchgefihrt, um ein gleichmaRiges Verteilen der Flissigkeit auf der
Membran zu gewahrleisten. Der Antikorper SOAT311.377 wurde 1:100 in 5%igem Milchpulver
verdiinnt und die Membran 1 h bei Raumtemperatur damit inkubiert. Um Antikdrper zu
sparen, wurde die Membran in Plastikfolien eingeschweil3t. Der Teil der Membran, der als
Negativkontrolle diente, wurde mit 5%igem Milchpulver ohne Antikérper inkubiert.
Ungebundener Antikérper wurde durch Waschen der Membran in TBS-T flir 2 x 5 min, 1 X
10 min und 3 x 5 min entfernt. Zur spateren Sichtbarmachung des gebundenen Primér-
antikérpers wurde die Membran mit dem Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundar-
antikorper Peroxidase-conjugated Goat IGG Fraction to Rabbit IgG (MP Biomedicals) und
zur Sichtbarmachung des GréRRenmarkers mit dem Roti-Mark WESTERN HRP-Konjugat
(Roth) inkubiert, beide in einer Verdiinnung von 1:5000 in 5%igem Milchpulver fur 1 h bei
Raumtemperatur. Anschlieend erfolgten mehrere Waschschritte in TBS-T nach dem zuvor
genannten Zeitprotokoll, an die sich die Detektion anschloss.

Nach dem in Kapitel 3.17.6 beschriebenen Stripping und Wiederverwenden der Membran
wurde der in dieser Arbeit gezeigte Western Blot mit dem Primarantikérper Anti-GAPDH
(Sigma) 1:25 000 inkubiert. Als Sekundarantikorper diente ZyMAX Rabbit anti-Goat 1gG
(H+L)-HRP (Invitrogen) in einer Verdinnung von 1:5000.

3.17.5 Detektion

Der Nachweis der mit Meerrettichperoxidase (HRP, horse radish peroxidase)-gekoppelten
Antikorper erfolgte mit dem Chemilumineszenz-Substrat Roti-Lumin (Roth). Gleiche
Volumina von Roti-Lumin 1 und Roti-Lumin 2 wurden fir 5 min miteinander inkubiert und auf
die Membran aufgetragen. Nach 1 min wurde die Lésung entfernt, die Membran zwischen
zwei durchsichtige Plastikfolien gelegt und in die Dunkelkammer verbracht. Die Membran
wurde mit einem Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL-Film, GE Healthcare) in eine
Rontgenkassette gelegt. Hierbei wird das im Roti-Lumin enthaltene Substrat Luminol von der
Meerrettichperoxidase umgesetzt, wobei Licht emittiert und der Réntgenfilm belichtet wird.
Nach mehreren Minuten (abhangig von der Signalstarke) wurde der Film im Entwicklerbad
R0O9 One Shot B & W Film Developer (Connect Chemicals) bis Sichtbarwerden des Signals
geschwenkt, die Reaktion in 2%iger Essigsaure abgestoppt und im Schnellfixierer Rapid

Fixer (llford) fixiert. AnschlieRend wurde der Film gewdassert und getrocknet.
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3.17.6 Stripping

Das Stripping bezeichnet das ,Ausziehen® der Western Blot-Membran, also das Entfernen
von an der Membran gebundenen Antikérpern, so dass die Membran erneut mit einem
Antikérper inkubiert werden kann. Hierzu wurde die Membran in Stripping-R6hrchen gelegt
und 20 ml Stripping-Puffer sowie 156,2 ul B-Mercaptoethanol hinzugegeben. Wahrend einer
30-minltigen Inkubation bei 50 °C in einem rotierenden Hybridisierungsofen wurden die
Antikérper abgeldst und anschlie3end der Stripping-Puffer durch mehrmaliges Waschen der
Membran in TBS-T vollstandig entfernt. Die Membran wurde wie unter Kapitel 3.17.4

beschrieben blockiert und erneut mit Antikdrper inkubiert.

3.18 Anfertigen histologischer Préaparate

Das fur Laser-assisted cell picking, Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung
verwendete Plazentagewebe stammte aus dem dritten Schwangerschaftstrimester und
wurde mit Formalin nach Lillie fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurde von Frau Prof. Dr.
C. Pfarrer (Hannover) zur Verfigung gestellt (Ethikantrag 187a/09, Fachbereich Medizin,
Justus-Liebig-Universitat Giel3en).

3.18.1 Anfertigen von Schnitten

Mit einem Rotationsmikrotom wurden 5 um dicke Schnitte von Paraffinblécken abgetrennt,
bei 50 °C im Wasserbad zur Streckung gebracht und auf Objekttrager aufgezogen. Die
Trocknung erfolgte Uber Nacht im Trockenschrank bei 37 °C. Die Schnitte wurden mit
Hamatoxylin-Eosin angefarbt oder fir Laser-assisted cell picking, Immunhistochemie oder In-

situ-Hybridisierung verwendet.

3.18.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.)

Bei dieser Féarbung erscheinen saure, basophile Strukturen wie Zellkerne blauviolett,
wahrend basische, eosinophile Zellstrukturen wie Zytoplasmaproteine rosa erscheinen. Die
Schnitte wurden zunachst nach folgendem Protokoll in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert: 3 x 10 min in Xylol, 5 min in 100 % Ethanol, 5 min in 96 % Ethanol, 5 min in 80 %
Ethanol, 5 min in 70 % Ethanol, 5 min in 60 % Ethanol, 5 min in 50 % Ethanol und 5 min in
dest. H,O. AnschlieRend folgte die Farbung: 1 min in sterilfiltriertem Hamalaun, 10 min in
flieRendem Leitungswasser (Blauen), 5 min in sterilfiltriertem Eosin G 0,5 % waéssrig, gefolgt
von kurzem Spulen in Leitungswasser. Die Schnitte wurden dann nach folgendem Protokoll
dehydriert: Kurzes Spilen in 80 % Ethanol, kurzes Spiilen in 96 % Ethanol, 2 x 2 min in

100 % Ethanol und 3 x 10 min in Xylol. AbschlieRend wurden die Préparate in erwarmter
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Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt. Die in der Einleitung gezeigte Abbildung einer
Chorionzotte (Abb. 1.2) wurde mit dieser Methode gefarbt.

3.19 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermoglicht die Lokalisation von Proteinen in Gewebeschnitten. Ein
spezifisch gegen das Protein gerichteter Primarantikdrper wird Uber einen markierten
Sekundarantikorper sichtbar gemacht. In dieser Arbeit wurde SOAT in paraffinierten
Plazentablocken aus dem dritten Trimester nachgewiesen.

5 um dicke Schnitte wurden wie unter Kapitel 3.18.1 angefertigt, entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert:

2 x 10 min Xylol

1 x 3 min 100 % Alkohol
1 x 3 min 96 % Alkohol
1 x 3 min 80 % Alkohol
1 x 3 min 70 % Alkohol
1 x 3 min dest. H,O

AnschlieRend wurden die Schnitte 15 min in Citratpuffer in einer Mikrowelle bei 522 W
gekocht (hitzeinduzierte Demaskierung). Nachdem die Schnitte abgekihlt waren, wurden sie
5 min in Tris-Waschpuffer gewaschen und zur Blockierung der endogenen Peroxidase
15 min mit 3%igem H,O, vorbehandelt. Nach erneutem Waschen fir 3 x 5 min erfolgte die
Blockierung mit 1,4%iger BSA-Blockierldsung. Als Primérantikdrper wurden SLC10A6 C-13
(Santa Cruz Biotechnology) und SOATa11377 (Eurogentec) eingesetzt, jeweils in einer
Verdinnung von 1:100. Die Verdunnung erfolgte in BSA-Blockierlosung mit 5%
Ziegenserum und es wurden 50 ul Antikérperldsung pro Schnitt eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Als Negativkontrolle erfolgte eine
Peptidblockierung, bei der die Antikérper vor Zugabe auf die Schnitte 2 h mit 100-fach
molarem Uberschuss des zugehdrigen Peptids inkubiert wurden. Als weitere Kontrolle
wurden Schnitte nur mit BSA-Blockierldsung ohne Primérantikdrper inkubiert. Am n&chsten
Morgen wurden die Objekttrager 3 x 5 min in Tris-Waschpuffer gewaschen, um nicht
gebundenen Antikdrper zu entfernen. 50 pl des Sekundarantikorpers Polyclonal Goat anti-
Rabbit Immunoglobulins/Biotinylated E0432 (Dako) in einer Verdinnung von 1:200 in Tris-
Waschpuffer wurden auf die Schnitte pipettiert und fir 1 h in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Erneutes Waschen fir 3 x 5 min entfernte Uberschiissigen
Sekundarantikdrper und gebundener Antikorper wurde Uber die Avidin-Biotin-Komplex
(ABC)-Methode sichtbar gemacht. Hierzu wurden die Schnitte zunachst mit 1 Tropfen ABC-

Komplex-Losung fir 45 min inkubiert, so dass darin enthaltenes Avidin mit seinen Biotin-
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Bindungsstellen an den biotinylierten Sekundarantikérper binden konnte. Zusatzlich bindet
das Avidin Biotin-Peroxidasekomplexe, die im nachsten Schritt von Bedeutung sind. Nach
erneutem Waschen fir 3 x 5 min wurden 50 pl des Peroxidase-Substrates 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) auf die Schnitte gegeben, welches von der Peroxidase zu einem
rotbraunen Farbstoff umgesetzt wird. Die Farbentwicklung wurde unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert und die Schnitte nach ausreichender Farbung mit dest. H,O gereinigt. Eine
Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaunlésung fur 5-10 s, woraufhin die Schnitte fir 5 min in
Leitungswasser gestellt und abschlie3end mit dest. H,O gereinigt wurden. Das Eindeckeln
der Objekttrager mit Deckglaschen erfolgte in erwarmter Kaisers Glyceringelatine.

3.20 Laser-assisted cell picking (LACP)

Die Technik Laser-assisted cell picking erméglicht eine Isolierung von Strukturen aus einem
Gewebeschnitt und Nachweis von RNA mittels qualitativer RT-PCR. Das Gerat PALM
MicroBeam mit der Software PALM Robo von Zeiss AG wurde am Institut fur Anatomie und

Zellbiologie (Prof. Dr. Meinhardt, Zugang durch Prof. Dr. Bergmann) benutzt.

3.20.1 Herstellung der Préaparate

Die Gewebeschnitte wurden auf spezielle Objekttrager aufgezogen, die mit einer dinnen
Membran Uberzogen waren (MembraneSlide 1.0 PEN Objekttrager). Zur Vorbereitung
wurden die Objekttrager 30 min mit UV-Licht bestrahlt. Dadurch wurde die Membran
hydrophiler und die Schnitte hafteten spéater besser an der Membran. Aul3erdem diente es
der Sterilisation und Zerstérung kontaminierender Nukleinsauren. Das Mikrotom wurde mit
70%igem Alkohol gereinigt und das paraffinierte Gewebe mit einer sterilen Klinge so weit
angeschnitten, bis eine saubere Schnittflache vorlag. 5 um dicke Schnitte wurden auf die
Membran aufgezogen, bei 50 °C im Wasserbad gestreckt und Uber Nacht bei 37 °C im
Warmeschrank getrocknet. Vor Durchfihrung des LACP wurden die Schnitte nach
folgendem Protokoll mit Xylol deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe

rehydriert:

Auftropfen von reinem Xylol fir 2 x 2 min
Auftropfen von 100 % Ethanol fir 1 min
Auftropfen von 96 % Ethanol fir 1 min
Auftropfen von 70 % Ethanol fir 1 min
Auftropfen von DEPC-H,O fir 1 min
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Es folgte die Farbung und Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe:
Auftropfen von sterilfiltriertem Hamatoxylin fur ca. 25-30 s

Absptilen des Hamatoxylins mit DEPC-H,0O und Wassern fir 30 s
Auftropfen von 70 % Ethanol fir 10 s

Auftropfen von 96 % Ethanol fir 10 s

Auftropfen von 100 % Alkohol fiir 10 s

Der Transport der Objekttrager erfolgte in sterilen 50 ml Sarstedt-Réhrchen.

3.20.2 Gewinnung der Proben mittels LACP

Zum Isolieren von Gewebe aus dem vorbereiteten Préaparat wurde der Objekttrager an dem
Mikroskop Palm Micro Beam eingespannt und die Deckelinnenseite eines ProbengefalRes
(MicroTube 500, Zeiss) mit 2,5 ul Mineralél benetzt, um ein spateres Haften der
Gewebestiicke zu gewahrleisten. Das Probengefal3 wurde oberhalb des Objekttragers
befestigt, so dass die Deckelinnenseite direkt Gber dem Gewebeschnitt schwebte. Die
Software PALM Robo ermdglichte ein Umfahren des erwiinschten Gewebeareals am
Bildschirm, das anschlieBend mittels Laserstrahl ausgeschnitten und in den Deckel des
ProbengefalRes katapultiert wurde. Auf diese Weise wurden Synzytiotrophoblast und
BlutgefalRe aus den Chorionzotten getrennt gesammelt, wobei zu beachten war, dass beide
Gewebearten nicht vollig frei von benachbartem Bindegewebe isoliert werden konnten. Bis
zur weiteren Aufbereitung wurden die Proben bei -80 °C gelagert. Die RNA-Isolierung,
Umschreibung in cDNA sowie die RT-PCR sind in den Kapiteln 3.6.2, 3.7.2 und 3.9.2

beschrieben.

3.21 In-situ-Hybridisierung

Bei der In-situ-Hybridisierung kann mit Hilfe einer Nukleinsduresonde mMRNA in
histologischen Praparaten nachgewiesen werden. Sie wurde in dieser Studie an
Paraffinschnitten von humaner Plazenta aus dem dritten Trimester durchgefiihrt und die

Genexpression von SOAT mit einer Digoxigenin (DIG)-markierten RNA-Sonde untersucht.

3.21.1 Herstellung der Sonde

Die Herstellung der SOAT-Antisense- und Sense-Sonde erfolgte im Labor von Prof. M.
Bergmann (Institut fir Veterinar-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der JLU GielRen)
durch Dr. K. Hartmann. Die Antisense-Sonde enthalt eine zur Ziel-mRNA komplementéare
Sequenz und dient dem Nachweis der gesuchten mRNA auf zellularer Ebene, wahrend die
Sense-Sonde zur Ziel-mRNA identisch ist und als Negativkontrolle dient. Zunachst wurde ein
153 bp PCR-Produkt von SOAT mit den Primer-Paaren 5-GGTCCAGATGGTGAGTTTCC-3’
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und 5’-TTCCTCGTATGGCAGACTTC-3 hergestellt. Dieses wurde nach Herstellerprotokoll in
die multiple cloning site des pCRII-TOPO-Vektors (Invitrogen) ligiert, die von den RNA-
Polymerasepromotoren SP6 und T7 flankiert wird. Nach Transformation in One Shot
Chemically Competent E. coli (Invitrogen) und Plasmidextraktion wurde das Plasmid mit
BamHI bzw. Xhol (NEB) im Restriktionsendonukleaseverdau linearisiert und das Enzym
20 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Es folgte die In-vitro Transkription mit der T7- oder SP6-
RNA-Polymerase (Promega) in Anwesenheit von Digoxigenin-markierten dUTPs: Hierzu
wurden 7 pl DEPC-H,0, 4 ul 5 x Transkriptionspuffer, 0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul), 2 pl
100 mM DTT (Promega), 2 pl 10 x DIG-RNA-Labeling-Mix (Roche), 3 pl Plasmid aus dem
Restriktionsendonukleaseverdau und 2 pl RNA-Polymerase zusammenpipettiert und fur 2 h
bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Fir das mit Xhol geschnittene Plasmid wurde die SP6-
Polymerase und fur das mit BamHI geschnittene Plasmid die T7-Polymerase eingesetzt.
AnschlieRend wurde die Polymerase-Aktivitat durch Zugabe von 0,5 yl 0,5 M EDTA-LAsung
gestoppt. Die Fallung der RNA-Sonden erfolgte durch Zugabe von 1,2 pul 8 M LiCl-Lésung
und 70,7 pl eiskaltem 96%igem Ethanol und Inkubation bei -80 °C fir 1 h. Die Proben
wurden fur 20 min bei 18500 x g (13200 rpm) bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
abgezogen und das Pellet mit 200 ul 70%igem Ethanol (in DEPC-H,O) gewaschen und
15 min bei 18 500 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach erneutem Abziehen des Uberstandes
wurden die Pellets im Trockenschrank bei 37 °C getrocknet und mit jeweils 50 ul DEPC-H,O
im Wasserbad bei 70 °C fur 10-15 min resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.21.2 Durchfihrung der In-situ-Hybridisierung

Paraffinschnitte einer humanen Plazenta aus dem dritten Trimester mit 5 um Dicke wurden

auf Objekttrager aufgezogen und im Trockenschrank liber Nacht getrocknet.

Tag 1.

Vorbereitung:

Am Tag 1 der In-situ-Hybridisierung wurden ausschlie3lich DEPC-behandeltes H,O und
RNase-freie Losungen verwendet, um die Stabilitdt der Sonde zu gewdahrleisten. Die Schnitte

wurden wie folgt entparaffiniert und rehydriert:

3 x 10 min in Xylol

2 x5 minin 100 % Ethanol
1 x5 min 96 % Ethanol

1 x5 minin 70 % Ethanol
1 x 5 min DEPC-H,0O

Es folgte eine 20-minditige Inkubation in 0,2 M HCI-Lésung, die durch Inaktivierung basischer

Proteine auf der RNA unspezifische Bindungen der Sonde vermindert. AnschlieRend wurden
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die Schnitte in 2 x SSC bei 70 °C inkubiert, gefolgt von einem Waschschritt in PBSM fir
5 min. Zur Permeabilisierung wurden die Schnitte mit 30 pg/ml Proteinase K fir 20 min bei
37 °C inkubiert, die Proteinase K mit 0,2%iger Glycin-Losung fur 5 min gestoppt und die
Schnitte anschlieBend fur 5 min in PBSM gewaschen. Die Nachfixierung erfolgte in 4%iger
Paraformaldehyd-L6sung, gefolgt von einem Waschschritt in PBSM und Acetylierung in
0,25%igem Essigsaureanhydrid in Triethanolamin (10 mM) fir 10 min zur Reduktion von
Hintergrundfarbung. Die Vorbereitung der Schnitte wurde mit einem weiteren Waschschritt in
PBSM fur 5 min beendet.

Prahybridisierung:
Die Prahybridisierung erfolgte in 20%igem Glycerin in DEPC-H,O fur 30-60 min.

Hybridisierung:

Zunachst wurden ein Sonden-Gemisch und der Hybridisierungspuffer vorbereitet. Das
Sondengemisch fur einen Schnitt (50 pl) bei einer Verdinnung der Sonde von 1:50 bestand
aus 0,5 pl Lachssperma-DNA, 1 ul Hefe-tRNA und 1 ul DIG-cRNA-Antisense- bzw. Sense-
Sonde (Negativkontrolle). FUr den Hybridisierungs-Puffer wurden DEPC-H,0, 20 x SSC und
50 % Dextransulfat in einem Heizblock bei 70 °C erwéarmt. 6,5 ul DEPC-H,0, 5 pl 20 x SSC,
10 yl 50 % Dextransulfat, 1 yl Dehnhardt-Reagenz sowie 25 pl deionisiertes Formamid
wurden zusammengegeben und bis zur Verwendung in den Heizblock bei 70 °C gestellt.
Dextransulfat verringert durch seine hydratisierende Eigenschaft das zum Lésen der Sonde
verfigbare Wasser, so dass die effektive Sondenkonzentration ansteigt und die
Hybridisierungsrate erhoht wird. Formamid senkt die Schmelztemperatur der
Nukleinsdurestrange, wodurch die Hybridisierung bei einer niedrigeren Temperatur
durchgefuhrt werden kann. Die Schnitte wurden kurz in 2 x SSC getaucht, 10-12 min auf
eine 70 °C warme Heizplatte gelegt und auf einem Kihlakku abgeschreckt. Gleichzeitig
wurde das Sondengemisch zur Hitzedenaturierung 10-12 min in einen 70 °C warmen
Heizblock gestellt und auf Eis abgeschreckt. Sondengemisch und Hybridisierungspuffer
wurden zusammengegeben und auf die Schnitte gegeben, die mit einem sterilen
Deckglaschen bedeckt wurden. Die Hybridisierung fand bei 55 °C in einer feuchten Kammer
(50 % Formamid) Uber Nacht statt.

Tag 2:

Posthybridisierung:

Die Deckgldschen wurden mit Hilfe einer Einmal-Pipette und 4 x SSC abgespilt und die
Objekttrager 4 x 10-15 min in 4 x SSC gewaschen, um ungebundene Sonde zu entfernen.
Es folgte eine 30-minltige Inkubation mit RNaseA/RNaseTl1l bei 37 °C, wahrend der

einzelstrédngige, ungebundene RNA verdaut wurde. Hierzu wurden 200 pl der 10 x
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RNaseA/RNaseT1-Stammldsung mit 1,8 ml 4 x SSC verdunnt und 50 yl auf die Schnitte
pipettiert. Folgende Waschschritte schlossen sich an:

4 x5 minin 4 x SSC, 37 °C

15-20 min in 2 x SSC, 64 °C

15-20 min in 0,2 x SSC, 45 °C

5 minin 0,1 x SSC, Raumtemperatur
5 minin 2 x SSC, Raumtemperatur

Immunhistochemie:

Die Praparate wurden 10 min mit 1 x TNMT inkubiert und fur 1h in 3%iger BSA-
Blockierlosung blockiert. Es folgte die Inkubation mit dem Alkalische Phosphatase-
konjugierten Antikdrper Anti-Digoxigenin-AP, Fab-fragments (Roche) in 1%igem BSA-
Blockpuffer 1:500 verdinnt in einer feuchten Kammer Uber Nacht bei 4 °C (1332 pl 1 X
TNMT + 666 ul 3% BSA + 4 ul Antikdrper). Wahrend dieser Zeit konnte der gegen

Digoxigenin gerichtete Antikérper an die Digoxigenin-markierte Sonde binden.

3. Tag:

Fortsetzung Immunhistochemie:

Die Objekttrager wurden 2 x 10 min in 1 x TNMT gewaschen, gefolgt von 5 min in 1 x NTB-
Puffer und 5 min in 1 x NTB-Puffer + Levamisol (50 ml 1 x NTB + 250 ul 1 M Levamisol).
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (NBT/BCIP)-L6ésung wurde
sterilfiltriert, auf die Schnitte getropft und unter Lichtausschluss ca. 4 h inkubiert. Der an der
Sonde gebundene Antikdrper ist mit Alkalischer Phosphatase konjugiert, die in diesem
Schritt die Umsetzung des Farbstoffs NBT/BCIP vornimmt. Anschlielend wurden die
Schnitte 5min in 1 x NTB + Levamisol gewaschen, in ddH,O gestellt und schlie3lich in

erwarmter Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.
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4 ERGEBNISSE

Die humane Plazenta bezieht sulfatierte Steroide, wie DHEAS, aus dem fetalen und
maternalen Blut und wandelt diese in Ostrogene um (Siiteri und MacDonald 1966). Die
Aufnahme von sulfatierten Steroiden in den Synzytiotrophoblasten, in dem die
Ostrogensynthese stattfindet, erfolgt tiber verschiedene Transporter. In dieser Arbeit wurde
der Steroidsulfattransporter SOAT in der Plazenta auf zellularer Ebene lokalisiert (Kapitel
4.1). Des Weiteren erfolgte die Identifizierung von Transportern, die die Estriolvorstufe
16a-OH-DHEAS transportieren und damit die Voraussetzung fir die hohe Synthese von
Estriol in der Plazenta darstellen (Kapitel 4.2). Zuséatzlich wurden Transporter in der
Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 untersucht, die als Modell fir humane Trophoblasten diente
(Kapitel 4.3-4.5).

4.1 Lokalisation von SOAT in der humanen Plazenta

Die hdchste Expression des Steroidsulfattransporters SOAT liegt im Hoden vor, doch auch in
der humanen Plazenta wurde eine Expression nachgewiesen (Geyer et al. 2007). Die
Untersuchung der zellularen Lokalisation von SOAT erfolgte an paraffineingebetteten und
formalinfixierten humanen Plazentaschnitten aus dem dritten Trimester. Wie die
nachfolgenden Abbildungen zeigen, kommt SOAT im Synzytiotrophoblasten vor,
insbesondere in der apikalen Membran, sowie im GefaRendothel innerhalb der

Chorionzotten.

4.1.1 Nachweis von SOAT-mRNA mittels Laser-assisted cell picking (LACP)
und In-situ-Hybridisierung

Beim LACP wurden Gewebeareale innerhalb einer Chorionzotte mittels Kaltlasers
herausgeschnitten, RNA isoliert und die SOAT-Expression dieser Bereiche in einer RT-PCR
untersucht. Bei den untersuchten Gewebearealen handelte es sich um Synzytiotropho-
blasten (Abb. 4.1 A) und Endothel (Abb. 4.1 B), die getrennt voneinander isoliert wurden.
Hierbei wurde stets ein Sicherheitsabstand zum Zielgewebe gehalten, um zu verhindern,
dass die Zellen durch den Laser zerstort wurden. Somit ist zu bertcksichtigen, dass die
Proben neben dem Zielgewebe auch Bindegewebsanteile enthielten. Sowohl in den Proben
mit Synzytiotrophoblasten als auch in den Endothelproben konnte mittels RT-PCR eine

SOAT-Expression nachgewiesen werden (Abb. 4.1 C).
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Abb. 4.1: LACP aus humaner Plazenta vom dritten Trimester

In den Chorionzotten wurden Synzytiotrophoblasten (A) oder GefalRendothel (B) mit der
Software Palm Robo grin markiert (A, B, linkes Bild) und mittels Kaltlasers im Palm Micro
Beam Mikroskop ausgeschnitten (A, B rechtes Bild). Nach Isolierung der RNA wurde eine
RT-PCR durchgefihrt (C) und SOAT sowohl in Synzytiotrophoblastproben (ST) als auch in
Endothelproben (ET) nachgewiesen. Als Positivkontrolle diente ein vollstédndiger
Plazentaschnitt (P), der mit dem gleichen Verfahren wie die LACP-Proben aufgearbeitet
wurde. Fur die Negativkontrolle (NK) wurde ddH,O anstelle von cDNA bei der PCR
eingesetzt. Als Qualitatskontrolle der cDNA diente das Kontrollgen B-Aktin. A: Priméare
VergrofRerung 40 x, B: Priméare Vergrof3erung 20 x.

In der In-situ-Hybridisierung einer Plazenta aus dem dritten Trimester wurde eine SOAT-
spezifische cRNA-Antisense-Sonde eingesetzt, die eine komplementéare Sequenz zur SOAT-
MRNA hat und daher mit dieser hybridisieren kann. Diese Sonde wies SOAT-mRNA im
Synzytiotrophoblasten und GefaRendothel nach, wahrend Zytotrophoblasten ungefarbt
blieben (Abb. 4.2 A, B). Bei den Zytotrophoblasten handelt es sich um die Vorgéangerzellen
des Synzytiotrophoblasten, die durch Fusion mit diesem ein Teil des Synzytiums werden. Als
Negativkontrolle diente eine SOAT-spezifische cRNA-Sense-Sonde, deren Sequenz mit der

SOAT-mRNA identisch ist und die keine Farbung verursachte (Abb. 4.2 C).
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Abb. 4.2: In-situ-Hybridisierung von SOAT-mRNA in humaner Plazenta aus dem
dritten Trimester

Das linke Bild (A) zeigt in einer Ubersicht eine Chorionzotte. Rechts oben (B) befindet sich
eine Detailansicht des gefarbten Synzytiotrophoblasten (gefiillter Pfeil), des ungefarbten
Zytotrophoblasten (gepunkteter Pfeil) und des gefarbten Endothels (Stern). Eingesetzt wurde
hierbei eine SOAT-spezifische Digoxigenin-markierte cRNA-Antisense-Sonde. Unten rechts
(C) befindet sich die Negativkontrolle, bei der eine Digoxigenin-markierte SOAT-cRNA-
Sense-Sonde verwandt wurde. Beide Sonden wurden in einer Verdinnung von 1:50
eingesetzt. Zur Visualisierung der gebundenen Sonde diente ein gegen Digoxigenin
gerichteter und mit Alkalischer Phosphatase-konjugierter Antikdrper in Verbindung mit dem
Farbstoff NBT/BCIP. Die Plazenta stammte aus der 36. Schwangerschaftswoche. Primare
Vergrof3erung 40 x.

41.2 Immunhistochemischer Nachweis des SOAT-Proteins

Die immunhistochemische Untersuchung von Plazentaschnitten erfolgte mit den Antikérpern
SLC10A6 C-13 von Santa Cruz Biotechnology (Abb. 4.3 A-C) und SOAT311.377 vONn
Eurogentec (Abb. 4.3 D-F). Der SLC10A6 C-13-Antikorper ist gegen Teile des C-Terminus
des SOAT-Proteins gerichtet, der SOAT311.377-Antikérper gegen den kompletten C-Terminus.
Dieser befindet sich auf der intrazellularen Seite des SOAT-Proteins, wahrend der N-
Terminus extrazellular lokalisiert ist (Geyer et al. 2007). Beide Antikdrper erméglichten in den
Chorionzotten eine Féarbung des Synzytiotrophoblasten und des GeféaRendothels. Der
SLC10A6 C-13-Antikorper farbte zudem  verstarkt die apikale Membran des
Synzytiotrophoblasten an, die dem maternalen Blutraum zugewandt ist. Zytotrophoblasten,
die Vorgangerzellen der Synzytiotrophoblasten, wurden durch den SLC10A6 C-13-Antikdrper
schwach angefarbt, wahrend der SOAT311377-Antikbrper keine Farbung dieser Zellen
hervorrief. Der SOAT311.377-Antikorper farbte das Gefallendothel am intensivsten an (Abb. 4.3
B, E). Als Negativkontrollen wurden die Primarantikérper mit 100-fach molarem Uberschuss
des immunisierenden Peptids prainkubiert (Abb. 4.3 C, F) sowie ein Ansatz ohne Inkubation

mit Primarantikdrper durchgefihrt, wobei sich in beiden Fallen keine Farbung ergab.

89



ERGEBNISSE

SOAT;11.377

Abb. 4.3: Immunhistochemische Lokalisierung von SOAT in humaner Plazenta aus
dem dritten Trimester

Die immunhistochemische Untersuchung erfolgte mit den Antikdrpern SLC10A6 C-13 (A-C)
und SOAT311.377 (D-F). Die linken Bilder zeigen in einer Ubersicht die Chorionzotten (A, D),
daneben befinden sich daraus Detailansichten (B, E). Diese zeigen den gefarbten
Synzytiotrophoblasten (gefullter Pfeil), Zytotrophoblasten (gepunkteter Pfeil) und geféarbtes
GefalRendothel (Stern). Rechts befinden sich die Negativkontrollen (C, F), bei denen der
Primarantikorper mit dem zugehérigen Peptid prainkubiert wurde, das in 100-fach molarem
Uberschuss vorlag. Beide Antikérper wurden in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt. Die
Farbung erfolgte unter Anwendung der Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode mit dem
Farbstoff AEC und Hamatoxylin-Gegenfarbung. Die Immunhistochemie wurde an zwei
Plazenten aus dem dritten Trimester durchgefihrt, mit vergleichbarem Ergebnis. Die
dargestellte Plazenta stammt aus der 36. Schwangerschaftswoche. Primére Vergréf3erung
40 Xx.
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4.2 ldentifizierung der Transporter fur 16a-OH-DHEAS

Der Fokus dieses Unterkapitels ist auf das vom Fetus gebildete 16a-OH-DHEAS gerichtet,
das als Vorlaufermolekul fir die plazentare Synthese von Estriol herangezogen wird. Estriol
wird auch als ,Schwangerschaftsostrogen® des Menschen bezeichnet, da es in hohen
Konzentrationen wéahrend der Schwangerschaft gebildet wird. Welche Transporter die
Aufnahme von 16a-OH-DHEAS vermitteln und das Substrat damit dem
estriolproduzierenden  Synzytiotrophoblasten  zufihren, war bislang unklar. Als
Kandidatencarrier wurden die Transporter SOAT, OAT4 und OATP2B1 untersucht, da sie
sulfatierte Steroide in ihrem Substratspektrum enthalten und in der Plazenta exprimiert
werden (St-Pierre et al. 2002; Ugele et al. 2003; Geyer et al. 2007). Zusatzlich wurden die
beiden Gallensauretransporter NTCP und ASBT untersucht, die aufgrund ihrer
Sequenzahnlichkeit zu SOAT von Interesse waren. Als Grundlage fur die Messungen
dienten HEK293-Zellen, die stabil mit den genannten Transportern transfiziert waren. Wie die
folgenden Messungen zeigen, wurden die Transporter SOAT, OAT4 und NTCP als
Transporter fur 16a-OH-DHEAS identifiziert.

4.2.1 Darstellung der Genexpression von stabil mit Transportern
transfizierten HEK293-Zelllinien

Um die Genexpression der stabil transfizierten SOAT-, OAT4-, OATP2B1-, NTCP- und
ASBT-HEK293-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen in einer gqRT-PCR auf ihr jeweiliges
Insert Uberprift und mit untransfizierten Flpln-HEK293-Kontrollzellen verglichen (Abb. 4.4).
Es zeigte sich eine massive Uberexpression der Transporter in den stabil transfizierten
Zelllinien, wahrend die Expression in den Flpin-HEK293-Zellen sehr gering war. Die
Genexpression der jeweiligen transfizierten Transporter lag bei SOAT-, OAT4-, NTCP- und
ASBT-HEK293-Zellen auf ahnlichem Niveau mit einer ca. 130 000-fach héheren Expression
als die Expression von OATP2B1 in Flpin-HEK293-Zellen (Kalibrator). Die Genexpression
von OATP2B1 in OATP2B1-HEK?293-Zellen war ca. 270 000-fach hdher.
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Abb. 4.4: Uberprifung der Expression von stabil transfizierten SOAT-, OAT4-,
OATP2B1-, NTCP- und ASBT-HEK293-Zellen sowie FIpIn-HEK293-Zellen mittels qRT-
PCR

Zur Induktion der Genexpression wurden die Zellen drei Tage mit Tetrazyklin inkubiert und
anschlielend RNA isoliert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und in der Real-Time gRT-
PCR auf ihr jeweiliges Insert Uberprift. Als Kontrolle dienten Flpln-HEK293-Zellen. Die
relative Expression wurde mit der 22T Methode bestimmt. Hierbei wurde B-Aktin als
Referenzgen eingesetzt und die am niedrigsten vorkommende Expression als Kalibrator
gesetzt, in diesem Fall die Expression von OATP2B1 in Flpln-HEK293-Zellen. Die
dargestellten Werte zeigen somit eine x-fach hohere Expression als die Expression von
OATP2B1 in Flpin-HEK293-Zellen an. Die Werte wurden in Dreifachbestimmung ermittelt
und die MW z SE angegeben.

4.2.2 Aufnahmemessungen mit 16a-OH-DHEAS

Zur ldentifizierung der Transporter, die 16a-OH-DHEAS aufnehmen, wurden stabil
transfizierte SOAT-, OAT4-, OATP2B1-, NTCP-, und ASBT-HEK293-Zellen mit 16a-OH-
DHEAS inkubiert und die aufgenommene Substanz im Zelllysat Giber LC-MS-MS analysiert
(Abb. 4.5 A). Hierbei zeigte sich nach 30 min fur OAT4 eine partiell natriumabh&ngige
Aufnahme, mit einer 59-fachen Erhéhung gegeniber den Flpin-HEK293-Kontrollzellen. In
Abwesenheit von Natrium sank die Aufnahme auf etwa die Halfte. SOAT und NTCP zeigten
nur in Anwesenheit von Natrium eine Aufnahme, die 45-fach (SOAT) bzw. 283-fach (NTCP)
gegenuber der Kontrolle erhdht war. Bei OATP2B1 und ASBT war hingegen keine Aufnahme
ermittelbar. Um die Aufnahme von 16a-OH-DHEAS durch OAT4, SOAT und NTCP zu
hemmen, wurde Bromosulfophthalein (BSP) eingesetzt, bei dem es sich um einen Inhibitor
dieser Carrier handelt (Cha et al. 2000; Hagenbuch und Meier 2004; Geyer et al. 2007).
Hierzu wurden die Zellen zunachst mit BSP prainkubiert und anschlie3end 16a-OH-DHEAS
hinzugefiigt. BSP lag hierbei in einer 100-fach hoheren Konzentration verglichen mit
160-OH-DHEAS vor. Auf diese Weise konnte die Aufnahme von 16a-OH-DHEAS vollstandig
gehemmt werden (Abb. 4.5 B).
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Abb. 4.5: Aufnahme von 16a-OH-DHEAS in stabil transfizierten OAT4-, SOAT-, NTCP-,
OATP2B1- und ASBT-HEK?293-Zellen

(A) Stabil transfizierte OAT4-, SOAT-, NTCP-, OATP2B1-, und ASBT-HEK293-Zellen sowie
FlpIn-HEK293-Zellen (Kontrolle) wurden 30 min mit 10 yM 16a-OH-DHEAS bei 37 °C in
natriumhaltigem (schwarze Balken) oder natriumfreiem (weil3e Balken) Transportpuffer
inkubiert. AnschlieRend wurde das Substrat abgekippt, die Zellen in eiskaltem PBS
gewaschen, mit der Frier-Tau-Methode lysiert und das Zelllysat mittels LC-MS-MS analysiert.
* Fir OAT4, SOAT und NTCP-HEK293-Zellen war die Aufnahme signifikant gegentber den
FlpIn-HEK293-Kontrollzellen erhdht (p<0,001; zweiseitiger ungepaarter t-Test). Angegeben
sind die MW +SD von mindestens zwei unabhangigen Experimenten, jeweils in
Dreifachbestimmung. (B) Die Aufnahme von 10 yM 16a-OH-DHEAS Uber 5 min bei 37 °C in
OATA4-, SOAT- und NTCP-HEK293-Zellen wurde durch 5-minitige Prainkubation der Zellen
mit dem Substrat BSP gehemmt. Dieses wurde in 100-fach molarem Uberschuss (1 mM)
gegeniber 16a-OH-DHEAS eingesetzt. Die Werte entsprechen MW = SD zweier
unabhangiger Experimente, jeweils in Dreifachbestimmung. Die Grenze fir eine
Quantifizierung mittels LC-MS-MS lag bei 0,5ng/ml. Dies entspricht in den hier
durchgefiihrten Messungen etwa 3 pmol/mg Protein. Werte unterhalb dieser Grenze sind als
n.d. (nicht detektierbar) dargestellt.

Die Bestimmung der konzentrationsabhangigen Aufnahme von 16a-OH-DHEAS in OAT4-,
SOAT- und NTCP-HEK293-Zellen erfolgte durch Inkubation der Zellen mit steigenden
Konzentrationen an 16a-OH-DHEAS fir 1 min (Abb. 4.6). Der Séattigungsverlauf war
charakteristisch fur eine Michaelis-Menten-Kinetik und die kinetischen Parameter wurden
Uber nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelt. Die Michaeliskonstante K, gibt die
Konzentration an, bei der die halbmaximale Aufnahmegeschwindigkeit erreicht ist, wahrend
Vmax die maximale Aufnahmegeschwindigkeit bezeichnet. Die kinetischen Parameter fir
OAT4-, SOAT- und NTCP-HEK293-Zellen sind in Tab. 4.1 vergleichend dargestellt.

93



ERGEBNISSE

Abb. 4.6: Konzentrationsab-
hangige Aufnahme von 16a-OH-
400! ;%xoue DHEAS in OAT4-, SOAT- und

NTCP-HEK293-Zellen
OAT4-, SOAT- und NTCP-HEK293-
Zellen sowie Flpin-HEK293-
Kontrollzellen wurden fir 1 min mit
steigenden  Konzentrationen an
160-OH-DHEAS inkubiert und das
Zelllysat mittels LC-MS-MS
ooa—i% ¢ anal_ysiert. Um eine Sattigung zu
160-OH-DHEAS (UM} erreichen, wurden OAT4-HEK293-
Zellen (A) mit bis zu 75puM
16a-OH-DHEAS inkubiert, wéhrend
14001 B Rontiolle bei SOAT (B) 1000 uM und bei
NTCP (C) 150 uM nétig waren. Die
kinetischen  Parameter  wurden
mittels nicht-linearer Regression
nach Michaelis-Menten mit dem
4001 Programm GraphPad Prism 4.03
berechnet. Hierfir wurde bei SOAT
2001 a a und NTCP die unspezifische Auf-
Obmo 400 500 600 700 800 900 1000 nahme der FipIn-HEK293-Kontroll-
16a-OH-DHEAS (uM) zellen (offene Quadrate) von der
Aufnahme in die stabil transfizierten
Zellen (gefillte Quadrate) abge-
12001 = NTCP K .
O Kontrolle zogen, um die transporterspezi-
000f - L fische Aufnahme (gestrichelte Linie)
zu erhalten. Dies war bei OAT4
nicht noétig, da im eingesetzten
Konzentrationsbereich keine un-
spezifische Aufnahme detektierbar
war. Dargestellt sind die MW = SD
o von zwei unabhangigen Experi-
Oo o5 5"0 {'5 130 125 150 menten, jeweils in Dreifachbe-
16a.-OH-DHEAS (UM) stimmung.

>

N w
(= S
Q Q

(pmol/mg Protein/min)

16a.-OH-DHEAS Aufnahme
=
o
Q

n)

= 1200+
10001
8001
6001

16a.-OH-DHEAS Aufnahme
(pmol/mg Protein/m

8001

600+

4001

16a-OH-DHEAS Aufnahme
(pmol/mg Protein/min)

2001

Tab. 4.1: Kinetische Parameter der 16a-OH-DHEAS-Aufnahme in OAT4-, SOAT- und
NTCP-HEK?293-Zellen

Die kinetischen Parameter K, und V. der konzentrationsabhangigen 16a-OH-DHEAS-
Aufnahme wurden mittels nicht-linearer Regression nach Michaelis-Menten mit dem
Programm GraphPad Prism 4.03 ermittelt.

Zelllinie Km Vimax
(LM) (pmol/mg Protein/min)
OAT4-HEK293 23,1+51 485,0 + 39,1
SOAT-HEK?293 319,0 + 59,5 1465,8 + 118,8
NTCP-HEK293 51,4+99 1423,3 + 109,6
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4.2.3 Hemmstudien mit 16a-OH-DHEAS

Nachdem 16a-OH-DHEAS als Substrat der Transporter OAT4, SOAT und NTCP identifiziert
war, wurde 16a-OH-DHEAS als Inhibitor eingesetzt, der bei Koinkubation mit einem anderen
Substrat (DHEAS) dessen Aufnahme durch die Transporter hemmen sollte. Hierzu wurden
OAT4-, SOAT- und NTCP-HEK293-Zellen sowie Flpln-HEK293-Kontrollzellen mit
verschiedenen Konzentrationen an 16a-OH-DHEAS prainkubiert und anschlieRend DHEAS
(200 nM) hinzugefigt, das ein Substrat aller drei Carrier ist. Diesem war radioaktiv
markiertes [PH]DHEAS zugesetzt, das im Zelllysat mittels Fliissigszintillationsmessung
bestimmt wurde. Mit steigenden Konzentrationen an 16a-OH-DHEAS sank die Aufnahme
von [*H]DHEAS in die Zellen. Die Aufnahme von [*H]DHEAS wurde in Bezug zu den
eingesetzten Konzentrationen an 16a-OH-DHEAS gesetzt und die ICs,—Werte berechnet
(Abb. 4.7). Diese geben die mittlere inhibitorische Konzentration an, in diesem Fall also die
Konzentration an 16a-OH-DHEAS, die die Aufhahme von DHEAS um 50 % reduziert. Die
ICso-Werte betrugen 27,0 uM bei OAT4, 303,7 uM bei SOAT und 138,6 uM bei NTCP und
ahneln damit den ermittelten K,-Werten von 16a-OH-DHEAS (Tab. 4.1). Daraus lasst sich
folgern, dass eine kompetitive Hemmung der DHEAS-Aufnahme durch 16a-OH-DHEAS

vorlag.
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Abb. 4.7: Hemmung der [°*H]DHEAS-
Aufnahme in OAT4-, SOAT-, und
NTCP-HEK?293-Zellen durch 16a-OH-
DHEAS

Zur Untersuchung von Hemmeffekten
von 16a-OH-DHEAS an den Trans-
portern OAT4, SOAT und NTCP
wurden stabil transfizierte HEK293-
Zellen mit steigenden Konzentrationen
an 16a-OH-DHEAS prainkubiert. Die
Konzentrationen reichten bei OAT4 (A)
von 200 nM bis 200 uM, und bei SOAT
(B) und NTCP (C) von 10-1500 pM.
Zusatzlich erfolgte die Prainkubation in
reinem Transportpuffer ohne Zusatz
von 16a-OH-DHEAS. Nach 5 min
wurde [PH]DHEAS zugegeben, so dass
dessen Konzentration 200 nM betrug.
Nach weiteren 5 min wurde die Auf-
nahme gestoppt und die zellassoziierte
Radioaktivitat mittels Flussigszintilla-
tionsmessung bestimmt. Zur Aus-
wertung wurde die unspezifische
Aufnahme in Flpin-HEK293-Kontroll-
zellen von den Aufnahmedaten der
stabil transfizierten Zellen abgezogen.
Die resultierenden Aufnahmedaten
nach Prainkubation in reinem Trans-
portpuffer ohne Zusatz von 16a-OH-
DHEAS wurde auf 100 % gesetzt und
die Aufnahmeleistung nach Préa-
inkubation mit 16a-OH-DHEAS dazu in
Bezug gesetzt. Die Berechnung der
ICso-Werte erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism 4.03. Dargestellt sind
die MW = SD von mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten, jeweils in
Vierfachbestimmung.
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4.3 JEG-3-Zellen als Plazentamodell - Untersuchung von nativen
JEG-3-Zellen

In diesem und den beiden folgenden Unterkapiteln sind die Untersuchungen an JEG-3-
Zellen dargestellt. JEG-3-Zellen werden aufgrund ihrer Abstammung von einem
Chorionkarzinom und ihrer Fahigkeit zur hCG-, Progesteron- und Ostrogensynthese haufig
als Modell fiir Trophoblastenzellen eingesetzt (Kohler et al. 1971; Kohler und Bridson 1971).
In dieser Arbeit dienten sie erstmalig der Untersuchung von Steroidsulfattransportern und
deren Auswirkung auf die Ostrogensynthese. Das vorliegende Unterkapitel beschreibt die
durchgefuhrten Untersuchungen an nativen JEG-3-Zellen. In dem darauffolgenden
Unterkapitel 4.4 ist die stabile Transfektion von JEG-3-Zellen mit verschiedenen
Steroidsulfattransportern aufgefiihrt. Die Synthese von Ostrogenen in diesen Zelllinien wurde

vergleichend gemessen und die Ergebnisse in Unterkapitel 4.5 dargestellt.

4.3.1 Expressionsprofil nativer JEG-3-Zellen

Um einen Uberblick Uber die Genexpression verschiedener Transporter, Enzyme,
Rezeptoren und Hormone (humanes Plazentalaktogen, hCG) in den hier eingesetzten
JEG-3-Zellen zu erhalten, erfolgte die Charakterisierung der Zellen mittels qRT-PCR. In
dieser Arbeit lag besonderer Fokus auf den Steroidsulfattransportern SOAT, OAT4 und
OATP2B1, da sie auch in der Plazenta exprimiert werden. Durch stabile Transfektion sollten
diese Carrier in JEG-3-Zellen Uberexprimiert werden und der Einflusses der einzelnen
Carrier auf die Ostrogensynthese der Plazenta untersucht werden. In der gRT-PCR von
nativen JEG-3-Zellen zeigte sich bereits eine deutliche Expression von OAT4, wohingegen
SOAT und OATP2B1 kaum exprimiert wurden (Abb. 4.8 A). Des Weiteren zeigte sich eine
deutliche Expression des Transporters OATP1A2, der ebenfalls Steroidsulfate transportiert,
sowie eine hohe Expression des Schilddriisenhormontransporters OATP4Al1 und des
Effluxtransporters Breast Cancer Resistance Protein (BCRP). Die Enzyme Sulfatase und
Aromatase, die fir die Synthese von Ostrogenen aus sulfatierten Steroidhormonen
notwendig sind, wurden ebenfalls stark exprimiert, wohingegen die Expression der
16a-Hydroxylasen CYP3A4 und CYP3A7 deutlich geringer ausfiel (Abb. 4.8 B). Beide
Enzyme konnen den Steroidring am Kohlenstoff C16 hydroxylieren und damit 16a-OH-
DHEAS aus DHEAS und 16a-OH-DHEA aus DHEA bilden. Die 17a-Hydroxylase/17,20-
Lyase (CYP17A1) ist fur die Synthese von Steroidhormonen aus Cholesterol notwendig und
wurde von JEG-3-Zellen kaum exprimiert. Bei den Hormonen zeigte sich eine hohe
Expression des humanen Plazentalaktogens 1 wund 2 sowie des humanen
Choriongonadotropins hCG (Abb. 4.8. C).
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Abb. 4.8: Expressionsprofil nativer JEG-3-Zellen

Zur Untersuchung der Genexpression in JEG-3-Zellen wurde RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und eine qRT-PCR durchgefiihrt. Untersucht wurde die Expression von
Transportern (A), Enzymen und Rezeptoren (B) sowie von Hormonen (C). Die relative
Expression wurde mit der 22T Methode bestimmt, bei der B-Aktin als Referenzgen
eingesetzt wurde und die Expression von OSCP1 als Kalibrator diente. Die dargestellten
Werte zeigen somit eine x-fach hdhere Expression gegeniber der Expression von OSCP1 in
JEG-3-Zellen an. Dessen Gen wurde am geringsten exprimiert. Die Werte wurden in
Dreifachbestimmung ermittelt und die MW + SE angegeben.

4.3.2 Aufnahme von sulfatierten Steroiden in nativen JEG-3-Zellen

Native JEG-3-Zellen wurden bei 37 °C mit [3H]DHEAS und [3H]E;S inkubiert und zeigten eine
Aufnahme beider Substanzen. Diese war nach 30 min unter natriumhaltigen Bedingungen
ca. 1,3-fach erh6ht gegenuber der Aufnahme unter natriumfreien Bedingungen (Abb. 4.9).
Wahrend die Aufnahme von DHEAS nach 30 min bereits im Bereich der Séattigung lag,
befand sich die Aufnahme von E;S noch in der linearen Steigung und tbertraf die Aufnahme
von DHEAS. Zur Kontrolle wurde die Messung zusatzlich bei 4 °C durchgefiihrt, wo sich nur
eine sehr geringe Aufnahme zeigte. Die Gesamtaufnahme von DHEAS bei 37 °C war in
nativen JEG-3-Zellen gering und lag deutlich unterhalb der Aufnahme von E;S unter gleichen

Bedingungen.
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Abb. 4.9: Aufnahme von [3H]DHEAS und [3H]E;S in nativen JEG-3-Zellen

Jeweils 5 uM radioaktiv markiertes [BH]IDHEAS (A) und [*H]E;S (B) wurden in natrium-
haltigem (schwarzer Kasten) oder natriumfreiem (offener Kasten) Transportpuffer geldst und
die Zellen bis zu 30 min bei 37 °C oder 4°C damit inkubiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde das Substrat abgekippt, die Zellen in eiskaltem PBS gewaschen und
anschlielend lysiert. Die Detektion der Radioaktivitdit im Zelllysat erfolgte mittels
Flussigszintillationsmessung. *Unter natriumhaltigen Bedingungen war die Aufnahme
signifikant gegentber der Aufnahme unter natriumfreien Bedingungen erhoéht (p<0,05;
zweiseitiger ungepaarter t-Test). Die Auswertung erfolgte bei DHEAS mittels nicht-linearer
Regression und bei E;S mittels linearer Regression mit dem Programm GraphPad Prism
4.03. Die Werte entsprechen MW + SD zweier unabh&ngiger Experimente, jeweils in
Dreifachbestimmung.

4.4 Stabile Transfektion von JEG-3-Zellen mit
Steroidsulfattransportern

Die Generierung von JEG-3-Zellen, die stabil mit SOAT, OATP2B1 oder OAT4 transfiziert
waren, sollte Aufschluss iiber die Rolle der einzelnen Transporter fiir die Ostrogensynthese
in der Plazenta geben. Die stabile Transfektion wurde mit dem Flp-In-System von Invitrogen
durchgefiihrt und gliederte sich in zwei Teilschritte. Zunachst wurde eine Flpin-JEG-3-
Wirtszelllinie erschaffen. In diese wurden im nachfolgenden Schritt die Transporter stabil

eingefugt.

4.4.1 Generierung einer FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinie

Die Herstellung einer FlpIin-JEG-3-Wirtszelllinie diente dem Zweck, eine sogenannte FRT
site stabil in das Genom zu integrieren und in einem spateren Schritt die DNA der
Transporter SOAT, OATP2B1 oder OAT4 an dieser FRT site einzufiigen. Somit ist
gewabhrleistet, dass die Transporter-DNA bei den verschiedenen generierten Zelllinien exakt
an der gleichen Stelle im Genom integriert ist und die entstehenden SOAT-, OATP2B1- und
OAT4-JEG-3-Zelllinien eine vergleichbare Expression der jeweiligen Transporter zeigen
(Abb. 3.2). Die Generierung der Wirtszelllinie startete mit der stabilen Transfektion von

JEG-3-Zellen mit dem pFRT/lacZeo-Vektor, der unter anderem die eben beschriebene FRT
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site enthdlt. In einem ersten Versuchsansatz wurde hierbei das intakte Plasmid eingesetzt
und die hieraus gewonnenen Zellklone mit Buchstaben (A-E) benannt. In einem zweiten,
getrennten Versuchsansatz wurde das pFRT/lacZeo-Plasmid, wie von Invitrogen empfohlen,
zunachst mit dem Restriktionsenzym Scal linearisiert und dieses in der stabilen Transfektion
eingesetzt. Die hieraus gewonnenen Zellklone wurden mit Zahlen benannt (4-6; Klon 1-3
gingen wahrend der Selektion verloren). Nachdem mehrere Zellkolonien unter dem
Selektionsmedium Zeocin vermehrt wurden, wurde DNA isoliert und die erfolgreiche
Integration des pFRT/lacZeo-Plasmids mittels PCR Uberpriift (Abb. 4.10 B). Zusétzlich zur
FRT site enthélt das Plasmid ein LacZ-Zeocin-Fusionsgen. Dieses beinhaltet das Zeocin-
Resistenzgen, das die Selektion stabil transfizierter Zellen ermdglicht, und das
B-Galactosidase-Gen. Es ist von besonderem Interesse, dass das pFRT/lacZeo-Plasmid an
einer transkriptionell hoch aktiven Stelle des Genoms eingebaut wurde, um spéater eine
ebenfalls hohe Expression des stabil transfizierten Transporters zu gewahrleisten. Um dies
zu Uberprifen, wurde der B-Galactosidase-Assay durchgefihrt, bei dem die von den stabil
transfizierten Zellen gebildete B-Galactosidase das hinzugeflgte Substrat ONPG
hydrolytisch spaltet und den gelben Farbstoff ONP hervorbringt. Die Intensitat der
Gelbfarbung lasst auf die Menge gebildeter B-Galactosidase schlielen und somit auf die
transkriptionelle Aktivitat des Genabschnitts. Es bildeten sich zwei Gruppen von Zellklonen
heraus (Abb. 4.10 A). Gruppe 1 enthielt Zelllinien, deren B-Galactosidase-Aktivitdt um
15 000 nmol hydrolysiertes ONPG/30 min/mg Protein lag und umfasste die Zellklone C, 4
und 6. Gruppe 2 beinhaltete Zellklone, deren Aktivitdt nur etwa halb so hoch war und ca.
7500 nmol hydrolysiertes ONPG/30 min/mg Protein betrug. Hiervon betroffen waren Klon A,
B, E und 5. Die Zellklone aus Gruppe 1 kénnten das pFRT/lacZeo-Plasmid also an einer
transkriptionell aktiveren Stelle im Genom eingebaut haben, verglichen mit Gruppe 2. Eine
weitere Mdoglichkeit auch besteht darin, dass das Plasmid nicht wie gewunscht einmal,
sondern zweimal im Genom eingebaut wurde und daher etwa doppelt so viel
B-Galactosidase gebildet wurde. Fur diese zweite Erklarung spricht die Tatsache, dass die
PCR-Banden der Klone aus Gruppe 1 starker waren als bei Vertretern der Gruppe 2 und
somit moglicherweise mehrere Kopien des Zielgens in der DNA vorlagen. Abweichend
hiervon hat Klon D eine starke PCR-Bande bei kaum vorhandener B-Galactosidase-Aktivitat.
Invitrogen empfiehlt die Auswahl eines Flpin-Wirtszellklons, der das pFRT/lacZeo-Plasmid
nur einmal eingebaut hat, da die Anwesenheit mehrerer integrierter FRT sites die
Wabhrscheinlichkeit chromosomaler Umordnung und unerwarteter Rekombinations-
Ereignisse erhthe (Life Technologies - Handbuch Flp-In System 2013). Die Anzahl der
eingebauten Kopien sollte daher mittels Southern Blot bestimmt werden, so dass nur die
B-Galactosidase-Aktivitat von Zellklonen verglichen wird, die das Konstrukt einmal eingebaut

haben. Die Kopienanzahl wurde daher mit Digoxigenin-markierten Sonden im Southern Blot
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versucht zu bestimmen. Die angewandte Methode war allerdings nicht erfolgreich. Als
Grundlage fur die Auswahl dienten also die oben geschilderten Informationen. Es wurden die
Klone 4 und 6 aus Gruppe 1 mit hoher p-Galactosidase-Aktivitdt ausgewahlt, die aufgrund
der dicken PCR-Banden aber moglicherweise zweimal das pFRT/lacZeo Plasmid eingebaut
haben. Daher wurde zusatzlich Klon 5 aus Gruppe 2 mit mittlerer 3-Galactosidase-Aktivitat
ausgewahlt. Die aus einem friiheren Transfektionsansatz stammenden und mit Buchstaben
benannten Klone wurden nicht mehr weiter kultiviert, da sie keine besseren Ergebnisse im
B-Galactosidase-Assay erzielten und sie folgende Risiken beinhalteten: Da vor der
Transfektion keine Linearisierung des pFRT/lacZeo-Plasmids erfolgte, wurde es beim Einbau
in das Zellgenom an einer beliebigen Stelle aufgetrennt. Es kann daher nicht gewahrleistet
werden, dass die fir das weitere Vorgehen bendtigte ATG-FRT-lacZ-Zeocin-Kassette bei
Einflgen in das Genom intakt geblieben ist. Die Linearisierung des Vektors mit Scal beim
zweiten Transfektionsansatz gewabhrleistet hingegen, dass die Schnittstelle au3erhalb der
FRT site liegt.

Als Positivkontrolle in der PCR und im (B-Galactosidase-Assay dienten die kommerziell
erhaltlichen FlpIn-HEK293-Zellen, die die Flpin-Wirtszelllinie von HEK293-Zellen darstellen.
Die B-Galactosidase-Aktivitat war bei ihnen um ein Vielfaches (4-10-fach) gegeniber den

selbst hergestellten Flpln-JEG-3-Wirtszelllinien erhéht.
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Abb. 4.10: Uberprufung der FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinien

(A) B-Galactosidase-Assay: Die selektionierten FlpIin-JEG-3-Wirtszelllinien wurden lysiert
und mit dem B-Galactosidase Substrat ONPG versetzt. Dieses wurde in Galactose und den
gelben Farbstoff ONP gespalten, dessen Extinktion bei 415 nm im Microplate Reader
photometrisch bestimmt wurde. Es wurden jeweils 5 ul, 10 pl und 30 pl Zelllysat eingesetzt
und mit der gleichen Menge ONPG versetzt, so dass die Extinktion in Proben mit 5 pl
Zelllysat am geringsten und mit 30 pl Zelllysat am hdchsten war, und sich eine proportionale
Beziehung zwischen den verschiedenen Lysatkonzentrationen ergab. Von den erhaltenen
Werten wurde die Extinktion nativer JEG-3-Zellen abgezogen. Die dargestellten Werte sind
die auf die Proteinmenge bezogenen spezifischen B-Galactosidase-Aktivitaten aus den drei
Konzentrationsansatzen. Zellklone A-E (schwarze Balken) stammen aus einem frilheren
Ansatz der stabilen Transfektion und wurden nach diesem Test nicht mehr weiter kultiviert.
Klone 4-6 (weil3e Balken) wurden fir die weitere stabile Transfektion ausgewahlt.

(B) PCR auf den pFRT/lacZeo-Vektor: Fur jeden Zellklon wurden 0,025 pg DNA in der PCR
eingesetzt. Als Negativkontrolle (NK) wurde ddH,O anstelle der DNA eingesetzt.

4.4.2 Generierung von stabil mit Transportern transfizierten JEG-3-Zelllinien

Die FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinien 4, 5 und 6 wurden jeweils stabil mit den Transportern SOAT,
OAT4 und OATP2BL1 transfiziert und mit Hygromycin selektioniert. Als Screening wurden die
entstandenen Klone in einer Transportmessung Uberpruft, wobei sich fir die Abkdmmlinge
der FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinie 5 die hdchsten Aufnahmen ergaben, so dass diese zukunftig
verwandt wurden. Die FlpIn-JEG-3 Wirtszelllinie 5 wurde auf den Namen JEG-3-FRT getauft.
Bei der stabilen Transfektion mit Transporter-DNA ergaben sich fur die einzelnen
Transporter mehrere Zellklone, wobei auf Basis des genannten Transportscreenings und
gRT-PCRs einzelne Klone fir die spateren Versuche ausgewahlt wurden. Fir SOAT waren
dies zwei Klone, benannt SOAT-JEG-3 #1 und SOAT-JEG-3 #2. Fur die anderen
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Transporter waren es jeweils ein Zellklon, benannt OATP2B1-JEG-3 und OAT4-JEG-3 (Abb.
4.11).

JEG-3:
native Zellen

|

JEG-3-FRT:
JEG-3-Zellen mit
stabil transfizierter

FRT site

/ SOAT-JEG-3: \ [OATPZBl-J EG-3:\ / OAT4-JEG-3: \
JEG-3-FRT-Zellen JEG-3-FRT-Zellen JEG-3-FRT-Zellen
mit stabil einge- mit stabil einge- mit stabil einge-
fugter SOAT-DNA fugter OATP2B1- fugter OAT4-DNA
an der FRT site DNA an der FRT an der FRT site
Untersucht " ) \_ )
wurden zwei
Klone, genannt #1

Qnd #2 j

Abb. 4.11: Ubersicht und Nomenklatur iiber die verwendeten JEG-3-Zelllinien
Dargestellt sind die in den folgenden Versuchen eingesetzten JEG-3-Zelllinien, sowie deren
Beziehung zueinander. Bei Messungen mit stabil transfizierten SOAT-, OATP2B1- und
OAT4-JEG-3-Zellen wurde deren Vorgangerzelllinie JEG-3-FRT als Kontrollzelllinie ein-
gesetzt.

Bei der Uberpriifung der Genexpression mittels gRT-PCR ergab sich fiir SOAT-JEG-3 #1
und OATP2B1-JEG-3 eine ahnlich hohe Expression der jeweiligen Transporter, wahrend die
SOAT-Expression bei SOAT-JEG-3 #2 nur 1/4 der Expression von Klon #1 betrug (Abb.
4.12). Bei OAT4, der bereits in nativen JEG-3-Zellen exprimiert wird, zeigte sich eine deutlich
erhohte Expression in JEG-3-FRT-Zellen, wohingegen die Expression in den stabil
transfizierten OAT4-JEG-3-Zellen niedriger war. Hier ist exemplarisch einer der getesteten
Klone dargestellt (Abb. 4.12). Dieses Phanomen deckt sich auch mit der Beobachtung, dass
die OAT4-JEG-3-Zellen wahrend des Selektionsprozesses mit Hygromycin deutlich
sensitiver waren als SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen. Die Uberexpression von OAT4 war

demnach nicht erfolgreich.
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Abb. 4.12: Genexpression stabil transfizierter SOAT-, OATP2B1- und OAT4-JEG-3-
Zellen

Aus SOAT-, OATP2B1- und OAT4-JEG-3-Zellen sowie aus JEG-3-FRT- und nativen JEG-3-
Zellen wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und in der gRT-PCR auf die jeweiligen
Transporter Uberprift. Die Zelllinien JEG-3-FRT und JEG-3 dienten als Kontrolle fur die
Frage, ob in den stabil mit Transportern transfizierten Zelllinien tatsachlich eine erhéhte
Expression von SOAT, OATP2B1 bzw. OAT4 vorlag. Die relative Expression wurde mit der
222CT Methode bestimmt, bei der B-Aktin als endogene Kontrolle eingesetzt wurde und die
Expression von SOAT in JEG-3-FRT-Zellen als Kalibrator diente. Die dargestellten Werte
zeigen somit eine x-fach hdhere Expression als die Expression von SOAT in JEG-3-FRT-
Zellen an. Die Werte wurden in Dreifachbestimmung ermittelt und die MW + SE angegeben.

SOAT-JEG-3-Zellen wurden sowohl im Western Blot als auch in der Immunfluoreszenz auf
das SOAT-Protein untersucht. Im Western Blot wurde das Protein von SOAT-JEG-3 #1 in
Verbindung mit dem Antikérper SOAT311.377 €ingesetzt, der das Protein im Bereich von 54,
57 und 59 kDa nachwies (Abb. 4.13). Damit war die Transfektion von SOAT in JEG-3-Zellen
erfolgreich. In JEG-3-FRT-Kontrollzellen wurden hingegen keine SOAT-spezifischen Banden
detektiert. Die SOAT-Bande von 54 kDa lag auf Hohe des oberen Bereichs der
Positivkontrolle mit SOAT-HEK293-Zellen, in denen das Protein im Bereich von 38 und 45-

54 kDa nachweisbar war.
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Abb. 4.13: Western Blot von stabil trans-
fizierten SOAT-JEG-3-Zellen

Aus SOAT-JEG-3 #1 und JEG-3-FRT-
Kontrolllzellen wurde Protein isoliert und
jeweils 60 ug im Western Blot eingesetzt.
SOAT-HEK293-Zellen dienten als Positiv-
kontrolle und wurden in einer Menge von
1,5 ug eingesetzt. Der SOAT311.377-
Antikérper wurde 1:100 verdunnt auf die
Membran gegeben und mit einem
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekun-
darantikdrper detektiert. Als Negativkontrolle
(NK) erfolgte die Inkubation einer Halfte der
Membran, auf der ebenfalls die Protein-
proben aufgetragen waren, ohne
Primarantikbrper. Nach Detektion des
SOAT-Proteins wurde gebundener Anti-
korper durch Strippen entfernt und die
Membran mit GAPDH-Antikérper 1:25 000
inkubiert, um zu Uberprifen, ob gleiche
Proteinmengen bei SOAT-JEG-3- und
JEG-3-FRT-Zellen eingesetzt wurden.

In der Immunfluoreszenz wurde unter Einsatz des Antikérpers SLC10A6 C-13 eine Farbung

der Zellgrenzen sowie des Zytoplasmas beobachtet, die allerdings in SOAT-JEG-3 #1 und
#2 sowie in JEG-3-FRT-Kontrollzellen &hnlich intensiv ausfiel (Abb. 4.14). Somit liel3 sich
lediglich die basal vorhandene SOAT-Expression zeigen, eine quantitative Aussage Uber die

SOAT-Expression in stabil transfizierten SOAT-JEG-3-Zellen konnte nicht getroffen werden.

Um die Eignung des Antikorpers zu tberprifen, wurden als Positivkontrolle SOAT-HEK293-

Zellen eingesetzt, in denen sich eine deutliche Farbung ergab, die in der Kontrollzelllinie

Flpin-HEK293 fehlte. Bei Vergleich der Belichtungszeiten, die zur Visualisierung der

Griunfluoreszenz eingesetzten wurden, féallt auf, dass diese fur SOAT-JEG-3- und JEG-3-
FRT-Zellen fast 5-fach langer waren als bei SOAT-HEK293-Zellen. Dies deutet darauf hin,
dass die SOAT-Expression in SOAT-HEK293-Zellen deutlich héher ist.
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Abb. 4.14: Immunfluoreszenz von stabil transfizierten SOAT-JEG-3-Zellen

SOAT-JEG-3 #1 und #2 sowie JEG-3-FRT-Zellen wurden mit PFA fixiert und mit dem
SLC10A6 C-13-Antikorper in einer Verdiunnung von 1:50 inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
einem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikbrper (griin fluoreszierend), der im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht wurde. Die Zellkernfarbung erfolge mit DAPI (blau).
Als Positivkontrolle dienten SOAT-HEK293-Zellen und als Negativkontrolle deren Wirts-
zelllinie Flpin-HEK293. Die Belichtungszeit fir die Visualisierung der grinen Fluoreszenz
betrug bei SOAT-JEG-3- und JEG-3-FRT-Zellen 373 ms, bei SOAT-HEK293 und FlpIn-
HEK293 betrug sie lediglich 80 ms.

4.4.3 Aufnahmemessungen an stabil mit Transportern transfizierten JEG-3-
Zelllinien

Die stabil transfizierten Zelllinien SOAT-JEG-3 #1 und #2 sowie OATP2B1-JEG-3 wurden fur
10 min mit [BH]DHEAS (Abb. 4.15 A) und [®H]E;S (Abb. 4.15 B) inkubiert und die Aufnahme
mit der von JEG-3-FRT-Kontrollzellen verglichen. Wie schon bei den nativen JEG-3-Zellen
(Kapitel 4.3.2) zeigten die Zellen eine Aufnahme dieser Substrate, die unter natriumfreien
Bedingungen vermindert war. Unter Anwesenheit von Natrium war die Aufnahme von
DHEAS und E;S in beiden stabil transfizierten SOAT-JEG-3-Zelllinien gegeniber den
Kontrollzellen ca. 1,3-fach erhoht, wahrend die Aufnahmeleistung unter natriumfreien
Bedingungen auf Niveau der Kontrollzellen blieb. In stabil transfizierten OATP2B1-JEG-3-
Zellen stieg die Aufnahme von DHEAS sowohl unter natriumhaltigen als auch natriumfreien

Bedingungen auf das 1,2-fache gegenliber den Kontrollzellen an, von E;S auf das 2,3-fache.
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Abb. 4.15: Aufnahme von [H]DHEAS und [2H]E;S in stabil transfizierten SOAT- und
OATP2B1-JEG-3-Zellen

Die Aufnahme von 1puM [BH]DHEAS (A) und 1uM [PH]JE;S (B) wurde uber 10 min
vergleichend in SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen sowie in JEG-3-FRT-Kontrollzellen
gemessen, die Zellen lysiert und die im Zelllysat vorhandene Radioaktivitat mittels
Flussigszintillationsmessung bestimmt. Die Messung fand sowohl in natriumhaltigem
(schwarze Balken) als auch natriumfreiem Transportpuffer (weil3e Balken) statt. * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001; statistisch signifikant hohere Aufnahme als in JEG-3-FRT-Zellen
(Kontrolle) unter natriumhaltigen bzw. natriumfreien Bedingungen (zweiseitiger ungepaarter
t-Test). Dargestellt ist eine reprasentative Messung aus zwei unabhangigen Experimenten,
jeweils in Dreifachbestimmung. Die Werte entsprechen MW + SD.

Ein Screening der OAT4-JEG-3-Klone zeigte keine erhéhte Aufnahme von DHEAS (Abb.
4,16 A) oder E;S (Abb. 4.16 B) gegeniber JEG-3-FRT-Zellen (Kontrolle), so dass
exemplarisch ein Klon dargestellt ist. Da sich auch in der qRT-PCR keine erhdhte

Genexpression gegenliber den Kontrollzellen zeigen liel3, wurden diese Zelllinien nicht mehr

weiter untersucht.
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Abb. 4.16: Aufnahme von [3H]DHEAS und [3H]E;S in stabil transfizierten OAT4-JEG-3-
Zellen

Verschiedene OAT4-JEG-3-Zellklone wurden mit 5 uM [3H]DHEAS (A) und 5 uM [BH]E;S (B)
Uber 10 min unter natriumhaltigen (schwarze Balken) und natriumfreien (weil3e Balken)
Bedingungen inkubiert und die Aufnahme mit der von JEG-3-FRT-Kontrollzellen verglichen.
Dargestellt ist ein reprasentativer Klon, der in diesem Screening getestet wurde. Die im
Zelllysat vorhandene Radioaktivitdt wurde mittels Flussigszintillationsmessung bestimmt. Die
Messung wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt und die Werte entsprechen MW + SD.
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4.5 Metabolismusmessungen an JEG-3-Zellen

JEG-3-Zellen konnen aufgrund ihrer Enzymausstattung Ostrogenvorstufen zu Ostrogenen
metabolisieren (Kohler et al. 1971; Samson et al. 2009). Um die Rolle von verschiedenen
Steroidsulfattransportern fur die plazentare Ostrogensynthese zu untersuchen, wurden die
Transporter stabil in JEG-3-Zellen transfiziert (Kapitel 4.4) und die Ostrogensynthese dieser
Zelllinien gemessen. Die Zellen wurden hierzu mit sulfatierten Steroiden als
Ostrogenvorstufen inkubiert, die in serumfreiem Zellmedium (Ham’s F12) gelost waren, um
jeglichen Einfluss der im FKS enthaltenen Steroidhormone auszuschlieen. Nach 24 h
wurde das Medium entnommen und die darin enthaltenen Steroidhormone mittels LC-MS-
MS bestimmt.

45.1 Metabolismus von nativen JEG-3-Zellen

Native JEG-3-Zellen wurden fir 24 h mit 5 uM DHEAS, DHEA, oder 16a-OH-DHEAS im
CO,-Brutschrank inkubiert. Die in dieser Zeit gebildeten Steroidhormone sind in Abb. 4.17

dargestellt.
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Abb. 4.17: Metabolismus von DHEAS, DHEA und 16a-OH-DHEAS in nativen JEG-3-
Zellen

Dargestellt sind die von den Zellen nach 24 h gebildeten Androgene (schwarze Balken),
Ostrogene (weiBe Balken) und Gestagene (schraffierte Balken). Zusatzlich wurde eine
Synthese von 16a-OH-DHEA aus DHEAS, DHEA und 16a-OH-DHEAS detektiert, die mit der
angewandten Methode allerdings nicht genau quantifizierbar war und daher nicht im
Balkendiagramm dargestellt ist. Vorbereitend zur Messung wurden die Zellen drei Tage vor
Versuchsbeginn mit Medium versorgt, dessen FKS durch DCC-FKS ersetzt war. Diesem
sind die natirlich enthaltenen Steroidhormone entzogen. Zum Versuchsstart wurden die
Zellen mit 5 uM DHEAS, DHEA oder 16a-OH-DHEAS im CO,-Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. Die Substanzen waren in Ham'’s F12-Medium ohne Zusatz von FKS gel6st. Nach
24 h wurde das Medium entnommen und die enthaltenen Steroidhormone mittels LC-MS-MS
bestimmt. Die Messung wurde in Dreifachbestimmung durchgefihrt und die Werte
entsprechen MW + SD.
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Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Nach Inkubation mit DHEAS bzw. DHEA wurden Estradiol sowie die auf dem Weg
entstehenden Zwischenprodukte Androstendion und Testosteron gebildet. Bei Inkubation
mit DHEAS entstand zuséatzlich DHEA. Estron hingegeben wurde nicht detektiert.

2. Sowohl nach DHEAS- als auch nach DHEA-Inkubation kam es zu einem Anstau von
Androstendion. Die gebildete Estradiolmenge war nach DHEAS-Inkubation genauso hoch
wie nach DHEA-Inkubation.

3. Die Zellen besalRen die Fahigkeit, den Steroidring am Kohlenstoff C16 zu hydroxylieren.
So entstanden nach Inkubation mit DHEAS sowohl 16a-OH-DHEAS als auch 16a-OH-
DHEA, wahrend nach Inkubation mit DHEA nur 16a-OH-DHEA entstand. 16a-OH-DHEA
ist allerdings nicht im Balkendiagramm dargestellt, da eine Methode zur genauen Quantifi-
zierung dieser Substanz mit LC-MS-MS zunachst hatte entwickelt werden mussen.

4. Bei Inkubation der Zellen mit DHEAS metabolisierten die Zellen 7,8 = 1,4 nmol
DHEAS/mg Protein in 24 h in Androgene und Ostrogene (MW + SD). Bei DHEA waren es
15,4 + 3.1 nmol DHEA/mg Protein in 24 h.

5. JEG-3-Zellen bildeten Pregnenolon und Progesteron. Diese Synthese findet unabhéngig
von zugesetzten Vorlaufermolekiilen wie DHEAS und DHEA in JEG-3-Zellen statt (Kohler
et al. 1971). Auffallig ist, dass nach Inkubation mit DHEA die Progesteronsynthese aus
Pregnenolon gehemmt war, wéhrend nach Inkubation mit DHEAS beide Hormone
gebildet wurden. Bei der Inkubation mit 16a-OH-DHEAS erfolgte keine Quantifizierung
von Pregnenolon und Progesteron, weshalb diese Hormone nicht im Balkendiagramm
aufgefihrt sind.

6. Nach Inkubation mit 16a-OH-DHEAS waren die Zellen in der Lage, dieses zu 16a-OH-
DHEA zu desulfatieren und in Estriol umzuwandeln. Auch hier ist 16a-OH-DHEA aufgrund
der mangelnden Quantifizierbarkeit nicht im Balkendiagramm dargestellt. Es wurden 4,2 +
2,0 nmol 16a-OH-DHEAS/mg Protein in 24 h zu 16a-OH-DHEA und Estriol metabolisiert.

452 Metabolismus von stabil mit Transportern transfizierten JEG-3-
Zelllinien

Die stabile Transfektion von JEG-3-Zellen mit Steroidsulfattransportern wurde mit dem Ziel
durchgefiihrt, die Rolle der einzelnen Transporter fur die plazentare Ostrogensynthese zu
beurteilen. SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen sowie JEG-3-FRT-Kontrollzellen wurden
Uber 24 h mit 5 uM DHEAS, DHEA oder E;S inkubiert und die Menge synthetisierter Steroide
im Medium bestimmt. Folgende Annahme lag dieser Versuchsdurchfihrung zugrunde:
SOAT- und OATP2B1-JEG-3 Zellen sollten aufgrund ihrer Transportaktivitat fir DHEAS und
E1S in der Lage sein, héhere Mengen dieser Substrate aufzunehmen als JEG-3-FRT-Zellen

und somit mehr Zwischenprodukte der Estradiolsynthese sowie Estradiol bilden kdnnen. Die
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Inkubation mit der unsulfatierten Form DHEA, die unabhangig von Transportern in die Zellen
diffundieren kann, sollte hingegen kein verandertes Steroidprofil ergeben. Die gebildeten
Metabolite nach Inkubation der Zellen mit DHEAS und DHEA sind in Abb. 4.18 dargestellt.
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Abb. 4.18: Metabolismus von DHEAS und DHEA in SOAT-, OATP2B1-JEG-3- und
JEG-3-FRT-Zellen

Stabil transfizierte SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen sowie deren untransfizierte
Kontrollzelllinie JEG-3-FRT wurden tber 24 h im Brutschrank mit 5 uM DHEAS (links) oder
DHEA (rechts) inkubiert. Das Medium wurde enthommen und die Menge an
Steroidhormonen mittels LC-MS-MS ermittelt. Dargestellt sind die von den Zellen gebildeten
Androgene (schwarze Balken), Ostrogene (weiRe Balken) und Gestagene (schraffierte
Balken). Nicht dargestellt ist die von allen Zelllinien durchgefiihrte Synthese von 16a-OH-
DHEA aus DHEAS und DHEA, da eine genaue Quantifizierung dieser Substanz mit LC-MS-
MS zunéchst hétte etabliert werden muissen. SOAT-JEG-3 #2 wurde in einer spateren
Messung untersucht, in der nur mit DHEAS und nicht mit DHEA inkubiert wurde. Daher gibt
es keine Darstellung des Metabolismus von SOAT-JEG-3 #2 mit DHEA. Bei der
dargestellten Messung von SOAT-JEG-3 #1, OATP2B1-JEG-3 und JEG-3-FRT mit DHEAS
handelt es sich um eine reprasentative Messung zweier unabhangiger Experimente in
Dreifachbestimmung. Die Versuche mit DHEA und die Messung mit SOAT-JEG-3 #2 erfolgte
einmal in Dreifachbestimmung. Dargestellt sind die MW * SD.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Die DHEA-Synthese aus DHEAS war bei den Zellen SOAT-JEG-3 #2 und OATP2B1-
JEG-3 etwa doppelt so hoch wie bei der Kontrolle JEG-3-FRT. Dies deutet auf eine
erhohte Aufnahme von DHEAS hin, das durch die Sulfatase zu DHEA desulfatiert wird.
Ein Vergleich des nach 24 h metabolisierten Anteils von DHEAS zeigt zudem, dass diese
beiden Zelllinien mehr DHEAS umgesetzt haben als JEG-3-FRT-Zellen, wobei sich fir
OATP2B1-Zellen lediglich eine Tendenz ergab, die nicht statistisch signifikant war (Tab.
4.2). Bei Inkubation mit der unsulfatierten Form DHEA hingegen lag die Umsetzung von
DHEA bei allen Zelllinien in einem ahnlichen Bereich, zwischen 12,4 und 16,8 nmol/mg
Protein.

2. Trotz der erhbhten DHEAS-Aufnahme in SOAT-JEG-3 #2- und OATP2B1-JEG-3-Zellen
wurde nicht vermehrt Androstendion gebildet. Dies deutet auf eine gesattigte
Syntheserate hin.

3. OATP2B1-JEG-3-Zellen bildeten trotz hoherer DHEAS-Aufnahme genauso viel Estradiol
wie JEG-3-FRT-Zellen. Auch hier war also die Syntheserate gesattigt.

4. Bei SOAT-JEG-3 #1 war die Estradiolsynthese sowohl nach DHEAS- als auch nach
DHEA-Inkubation stark vermindert gegeniber den Kontrollzellen. Wegen des
unerwarteten Ergebnisses wurde ein zweiter SOAT-Klon, SOAT-JEG-3 #2 getestet, der
ebenfalls eine verminderte Estradiolsynthese nach DHEAS-Inkubation zeigte, die
allerdings trotzdem héher war als bei Klon #1.

5. Bei SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen war sowohl die Pregnenolon- als auch die
Progesteronsynthese vermindert gegeniiber JEG-3-FRT-Zellen. Dies gibt einen Hinweis
auf eine BeeintrAchtigung der bendtigten Enzyme in den stabil mit Transportern

transfizierten Zellen.
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6. Die stabil transfizierten Zellen nahmen wie die nativen JEG-3-Zellen eine Hydroxylierung
am Kohlenstoff C16 vor. Auch hier wurde 16a-OH-DHEA nicht im Balkendiagramm
dargestellt, weil eine genaue Quantifizierung mit LC-MS-MS nicht méglich war.

Tab. 4.2: Metabolisierung von DHEAS durch stabil transfizierte SOAT- und OATP2B1-
JEG-3-Zellen sowie JEG-3-FRT-Zellen

Aufgelistet ist der Verbrauch von DHEAS durch SOAT-, OATP2B1-JEG-3- und JEG-3-FRT-
Zellen nach 24 h. Hierzu wurde die Konzentration von DHEAS, die am Ende der Messung im
Zellmedium enthalten war, von der anfangs eingesetzten Konzentration (5 pM) abgezogen
und auf den Proteingehalt in den Wells bezogen. Der Umsatz von DHEAS in SOAT- und
OATP2B1-JEG-3-Zellen wurde mit dem Umsatz in den Kontrollzellen JEG-3-FRT verglichen.
* p<0,01: statistisch signifikant erhéhter Umsatz gegentuiber JEG-3-FRT; # p<0,01: signifikant
niedrigerer Umsatz im Vergleich zu JEG-3-FRT; ns p>0,05: nicht signifikant; zweiseitiger
ungepaarter t-Test. Die fett hervorgehobenen Messungen sind in Abb. 4.18 dargestellt.
Messung 1 wurde ausgewahlt, um ein Vergleich mit der parallel durchgeflihrten Messung mit
DHEA zu ermdglichen.

Menge des nach 24 h umgesetzten DHEAS in nmol/mg Protein (MW + SD)

Zelllinie Messung 1 Messung 2
SOAT-JEG-3 #1 4,0+0,8 57 +0,6

SOAT-JEG-3 #2 - # 9,6+1,3 ns
OATP2B1-JEG-3 11,5+0,9 :lns 5,9+ 0,9 :lns *
JEG-3-FRT 91+17 33+14

Um eine Ansammlung von sulfatierten Steroiden in den Zellen auszuschlie3en, welche die
Zellen aufgrund ihrer Hydrophilie nicht durch passive Diffusion verlassen konnten, wurde in
den mit DHEAS inkubierten Ansatzen zusatzlich zum Medium das Zelllysat untersucht.
Dabei wurden in den verschiedenen Zelllinien dhnliche DHEAS-Konzentrationen detektiert,
die 44,9 + 5,3 pmol/mg Protein (MW = SD) betrugen. Die Werte lagen am unteren Limit der
Detektierbarkeit. 16a-OH-DHEAS, E;S, E,S und PREGS wurden nicht detektiert.
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E:S wurde als weiteres Substrat getestet, da dessen Umsetzung zu Estradiol weniger
Zwischenschritte beinhaltet (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Metabolismus von E;S in SOAT- und OATP2B1-JEG-3- sowie JEG-3-FRT-
Zellen

Stabil transfizierte SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen sowie deren untransfizierte
Kontrollzelllinie JEG-3-FRT wurden dber 24 h im Brutschrank mit 5 uM E;S inkubiert. Das
Medium wurde entnommen und die Menge an Steroidhormonen mittels LC-MS-MS ermittelt.
Die Werte entsprechen MW £ SD einer Messung in Dreifachbestimmung.

Hierbei ergaben sich folgende Ergebnisse:

1. Die Estronsynthese aus E;S war bei den Zellen SOAT-JEG-3 #1 und #2 sowie bei
OATP2B1-JEG-3 im Vergleich zur Kontrolle JEG-3-FRT 2,5-3,5-fach hoher. Ein Vergleich
der Menge metabolisierten Ausgangssubstrats E;S zeigt fur SOAT-JEG-3 #2 und
OATP2B1-JEG-3 einen erhohten Verbrauch von E;S an (Tab. 4.3).
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2. Ein Vergleich der Experimente, bei denen die Zellen mit E;S oder DHEAS inkubiert
wurden zeigt, dass die Zellen mindestens doppelt so viel des Ausgangssubstrates E;S
verbrauchten, verglichen mit dem Ausgangssubstrat DHEAS (Tab. 4.2; Tab. 4.3).

3. Die Estradiolsynthese aus E;S in SOAT-JEG-3 #1 und OATP2B1-JEG-3 war etwa halb so
hoch wie in SOAT-JEG-3 #2 und in JEG-3-FRT.

4. Die Zellen konnten Estradiol sulfatieren und E,S bilden.

5. Bei SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen war ebenso wie nach Inkubation mit DHEAS und
DHEA sowohl die Pregnenolon- als auch die Progesteronsynthese vermindert gegeniber
JEG-3-FRT-Zellen.

Tab. 4.3: Metabolisierung von E;S durch stabil transfizierte SOAT- und OATP2B1-
JEG-3-Zellen sowie JEG-3-FRT-Zellen

Aufgelistet ist der Verbrauch von E;S durch SOAT-, OATP2B1-JEG-3- und JEG-3-FRT-
Zellen nach 24 h. Die Ausgangskonzentration von E;S betrug 5 uM. Der Umsatz von E;S in
SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen wurde mit dem Umsatz in den Kontrollzellen JEG-3-FRT
verglichen. * p<0,01; ** p<0,001; statistisch signifikant erhdhter Umsatz gegentber JEG-3-
FRT; ns p>0,05: nicht signifikant; zweiseitiger ungepaarter t-Test.

Menge des nach 24 h umgesetzten E;S in nmol/mg Protein (MW + SD)
SOAT-JEG-3 #1 23,3+£3,8

SOAT-JEG-3 #2 341+172 ns
**

OATP2B1-JEG-3 23.6+0,7

JEG-3-FRT 17,3+ 1.3

Bei Untersuchungen des Zelllysats wurden keine sulfatierten Steroide (E;S, E,S, DHEAS,
16a-OH-DHEAS, PREGS) detektiert. Dies zeigt, dass die gemessenen Steroidhormone im
Zellkulturmedium den von den Zellen gebildeten Hormonmengen entsprechen und es nicht

zu einer Ansammlung von sulfatieren Steroiden innerhalb der Zellen kam.
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5 DISKUSSION

5.1 SOAT in der humanen Plazenta

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Steroidsulfattransporter SOAT in der humanen Plazenta zu
lokalisieren. Zuriickliegende Untersuchungen legten bereits nahe, dass sich in der Plazenta
ein natriumabhéangiger Steroidsulfattransporter befindet. Messungen an isolierten
mononuklearen Trophoblasten, in denen die beiden Steroidsulfattransporter OAT4 und
OATP2B1 nachgewiesen wurden, zeigten eine Aufnahme von DHEAS, die in Abwesenheit
von Natrium um fast 90 % vermindert war (Ugele et al. 2003). Bei OAT4 handelt es sich
allerdings um einen partiell natriumabhéangigen Transporter, dessen Aufnahme unter
natriumfreien Bedingungen in OAT4-HEK293-Zellen lediglich um ca. 50 % reduziert ist,
wahrend die Aufnahme in OATP2B1-HEK293-Zellen sogar unabhédngig von Natrium ist
(Ugele et al. 2008). Beide Transporter sind daher eher nicht fir die natriumabhéngige
Aufnahme von DHEAS in mononuklearen Trophoblasten verantwortlich. Méglicherweise ist
hieran der natriumabhangige Transporter SOAT beteiligt, dessen Transportcharakteristika
ahnlich denen in den genannten Messungen an Trophoblasten sind. So war die Aufnahme
von DHEAS in Trophoblasten hemmbar mit BSP und E;S, aber nicht mit Taurocholat,
Ouabain, Estron-3p3-D-Glucuronid und Estradiol-17p-D-Glucuronid (Ugele et al. 2003; Geyer
et al. 2007).

5.1.1 Lokalisation von SOAT

Die mit dem Laser-assisted cell picking erzielten Ergebnisse bestitigen auf mRNA-Ebene
eine SOAT-Expression im Synzytiotrophoblasten und Gefal3endothel der humanen Plazenta,
die sich bereits 2009 mittels Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung in der Dissertation
von Dr. K. Funk an diesem Institut tendenziell angedeutet hat (Funk 2009). Zu
bertcksichtigen ist allerdings, dass die Proben beim Laser-assisted cell picking nicht frei von
Bindegewebe gewonnen wurden, da beim Isolieren ein Sicherheitsabstand zum Zielgewebe
gelassen wurde. Deshalb wurde zur Bestatigung eine In-situ-Hybridisierung mit einer neu
generierten SOAT-spezifischen Sonde durchgefiihrt und SOAT-mRNA ebenfalls im
Gefallendothel und im Synzytiotrophoblasten lokalisiert, wahrend die Vorgangerzellen, die
Zytotrophoblasten, ungefarbt blieben.

Bereits im Jahr 2008 wiesen Ugele et al. auf den bisher ungeklarten Aufnahmemechanismus
von sulfatierten Steroiden Uber die apikale Membran des Synzytiotrophoblasten hin.
Wahrend die Situation an der basalen Membran mit der Lokalisation der Transporter OAT4

und OATP2B1 bereits naher beleuchtet war, war an der apikalen Membran lediglich der
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Transporter OATP4Al bekannt, der aufgrund seiner niedrigen Aufnahmerate von E;S
allerdings eher als Schilddrisenhormontransporter gesehen wurde (Tamai et al. 2000; Sato
et al. 2003; Ugele et al. 2008). In dieser Arbeit konnte das SOAT-Protein mittels
Immunhistochemie an der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten lokalisiert werden
und damit ein Aufnahmemechanismus von sulfatierten Steroiden aus dem maternalen Blut

aufgezeigt werden.

5.1.2 Physiologische Bedeutung von SOAT in der Plazenta

SOAT enthélt in seinem Transportspektrum die Steroidsulfate DHEAS und E;S (Geyer et al.
2004). Diese Steroidsulfate, insbesondere DHEAS, werden von der Plazenta als Vorlaufer
fur die Ostrogensynthese genutzt (Siiteri und MacDonald 1966) und kénnen aufgrund der
Lokalisation von SOAT an der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten Uber diesen
Transporter aus dem maternalen Blut der Plazenta zugefihrt werden. In dieser Arbeit
wurden Plazenten aus dem dritten Trimester untersucht. Die Expression ist allerdings auch
in fruheren Phasen der Schwangerschaft wahrscheinlich, wenn die plazentare
Ostrogensynthese aufgrund der noch kleinen fetalen Nebenniere mehr von maternalen
Vorstufen abhéngt. Zusatzlich ist eine Hochexpression von SOAT bei pathologischen
Zustanden vorstellbar, bei denen die Plazenta keine oder weniger C19-Steroide, wie
DHEAS, von fetaler Seite aus erhalt. Dies kdnnte bei Feten eine Rolle spielen, die von
Anenzephalie oder vom Down-Syndrom betroffen sind. Das Beispiel der Anenzephalie gibt
Hinweise auf eine ausgleichende Versorgung mit Ostrogenvorstufen von maternaler Seite.
Bei einem Fetus mit Anenzephalie sind die Nebennieren aufgrund der fehlenden
hypophysaren ACTH-Stimulation atrophisch, so dass der Fetus kein DHEAS fir die
plazentare Ostrogensynthese beisteuern kann. Die Estron- und Estradiolsynthese hangen
normalerweise gegen Ende der Schwangerschaft gleichermallen von fetalem und
maternalem DHEAS ab (Siiteri und MacDonald 1966). Trotzdem liegen bei
Schwangerschaften mit anenzephalen Feten die Estronkonzentrationen im maternalen
Plasma im normalen Bereich (Tulchinsky et al. 1977). Fur Estradiol wurden verminderte
Konzentrationen im maternalen Plasma und Urin gemessen, die zwischen 10 und 60 % der
Konzentration bei normalen Schwangerschaften betragen (Frandsen und Stakemann 1964;
MacDonald und Siiteri 1965; Tulchinsky et al. 1977). Bei Tulchinsky et al. (1977) waren die
Estradiolkonzentrationen zwar im Durchschnitt gegenlber den Durchschnittskonzentrationen
normaler Schwangerschaften vermindert, bei Betrachtung der Spannweite normaler
Estradiolkonzentrationen fiel allerdings auf, dass diese tatséachlich bei acht von zehn
Patienten mit anenzephalen Feten im normalen Bereich lag. Die in der Nabelvene
gemessenen Estradiolkonzentrationen waren ebenfalls normal. Dies deutet in Verbindung

mit den im Normalbereich liegenden Estronkonzentrationen darauf hin, dass die Plazenta bei
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fehlender Versorgung mit fetalem DHEAS einen gewissen Ausgleich durch erhéhte DHEAS-
Aufnahme von maternaler Seite erzielen kénnte, um die Estron- und Estradiolsynthese der
Plazenta zu unterstitzen. Die erhdhte DHEAS-Aufnahme kdnnte durch eine Hochregulation
des SOAT-Proteins an der apikalen Membran zustande kommen. Einen weiteren Hinweis
dafir geben die Hormonkonzentrationen im Nabelblut. Die DHEAS-Konzentration in der
Nabelvene von Neugeborenen mit Anenzephalie ist wie zu erwarten niedrig und war in der
Studie von Tulchinsky et al. (1977) in den meisten Fallen nicht detektierbar. Die DHEA-
Konzentrationen waren allerdings nicht signifikant gegenliiber den Normalwerten erniedrigt.
Dies spricht ebenfalls fur eine hohe Versorgung der Plazenta mit maternalem DHEAS, das in
desulfatierter Form ins fetale Blut Ubergehen kann.

Im Gegensatz zu Estron und Estradiol kann die Synthese von Estriol in der Plazenta nicht
durch maternale Vorstufen auf hohem Niveau gehalten werden. Fir die Bildung von 90 %
des Estriols bezieht die Plazenta normalerweise 16a-OH-DHEAS aus dem fetalen Blut,
dessen Grundbaustein DHEAS in der fetalen Nebenniere gebildet wird und bei
anenzephalen Feten nicht vorhanden ist (Siiteri und MacDonald 1966). Entsprechend ist die
Konzentration von Estriol, das sowohl ins fetale als auch maternale Blut abgegeben wird, bei
Schwangerschaften mit anenzephalen Feten stark vermindert und betragt im mutterlichen
Plasma etwa 4 % der normalen Konzentration (Tulchinsky et al. 1977).

Neben dem Synzytiotrophoblasten wurde SOAT im Endothel plazentarer Zotten detektiert,
wo er die Aufnahme von Ostrogenvorstufen aus dem fetalen Blut ermdglichen konnte,
insbesondere von DHEAS und 16a-OH-DHEAS. Diese werden dann im nachsten Schritt
Uber OAT4 und OATP2B1 an der basalen Membran der Synzytiotrophoblasten in die Zellen
aufgenommen und stehen der Ostrogensynthese zur Verfligung (Abb. 5.1).

Zusatzlich zur plazentaren Ostrogensynthese konnte SOAT auch eine Rolle in der
Progesteronsynthese spielen, da ein mdgliches Vorlaufermolekul, namlich PREGS, ebenfalls
ein Substrat von SOAT ist (Geyer et al. 2007). Die hdochste Konzentration an PREGS wird im
Nabelblut gemessen und ist ein Produkt der fetalen Nebenniere. Seine Konzentration fallt
bereits ab dem ersten Lebenstag ab und steigt erst nach dem 9. Lebensjahr wieder leicht an
(de Peretti und Mappus 1983). Neben LDL-Cholesterol, das als primares Substrat fur die
plazentare Progesteronsynthese gesehen wird, wird ein alternativer Weg tiber PREGS in der
Plazenta vermutet (Hill et al. 2010a, 2010b). Durch eine SOAT-vermittelte Aufnahme aus
dem fetalen und maternalen Blut kdnnte es von der Plazenta fur die Progesteronsynthese

herangezogen werden.
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5.2 Transport des Estriol-Vorlaufers 16a-OH-DHEAS

Neben der im vorangehenden Unterkapitel beschriebenen Lokalisation von SOAT war die
Untersuchung des Estriol-Vorlaufers 16a-OH-DHEAS Gegenstand dieser Arbeit. Aufgrund
seiner hydrophilen Eigenschaft ist 16a-OH-DHEAS auf Transporter angewiesen, die dessen
Weg in die Zelle vermitteln. Die Transporter OAT4, SOAT und NTCP zeigten eine
Transportaktivitat fur 16a-OH-DHEAS, die im Folgenden naher erlautert wird.

5.2.1 Transporteigenschaften der getesteten Transporter

Die Transporter OAT4, SOAT, NTCP und OATP2B1 wurden in stabil transfizierten HEK293-
Zellen beziiglich der Aufnahme von 16a-OH-DHEAS getestet (Kapitel 4.2). Die Transporter
wurden ausgewahlt, da flr sie eine Transportaktivitat flr sulfatierte Steroide nachgewiesen
wurde (Craddock et al. 1998; Cha et al. 2000; Tamai et al. 2000; Kullak-Ublick et al. 2001;
Geyer et al. 2004; Grube et al. 2006a; Ugele et al. 2008). Obwohl der Transport von 16a-OH-
DHEAS vor allem in der Plazenta eine Rolle spielt, wurde die Identifizierung der Transporter
an HEK293-Zellen durchgefihrt, die nicht plazentaren Ursprungs sind. HEK293-Zellen bieten
sich vor allem fur Untersuchungen an, bei denen nicht die Eigenschaft der Zelle selbst im
Vordergrund steht, sondern das in die Zelle transfizierte Protein. Sie zeigen eine niedrige
Expression von endogen vorhandenen Transportern, so dass die gezielte Untersuchung der
stabil transfizierten Transporter moglich ist (Ahlin et al. 2009).

Die Affinitat der Transporter zu 16a-OH-DHEAS wurde tber Transportkinetiken bestimmit.
Hierbei gibt die Michaeliskonstante K, an, bei welcher Substratkonzentration die
Aufnahmegeschwindigkeit eines Substrates halbmaximal ist. Ein niedriger K,-Wert weist
somit auf eine hohe Affinitat des Transporters zum Substrat hin. Die maximale
Aufnahmegeschwindigkeit wird als V.x angegeben. Tab. 5.1 zeigt eine Gegeniiberstellung
der in meiner Arbeit ermittelten K- und V.-Werte fir 16a-OH-DHEAS zu den kinetischen
Daten fur DHEAS aus der Literatur.
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Tab. 5.1: Vergleich der kinetischen Parameter zwischen 16a-OH-DHEAS und DHEAS
in OAT4-, SOAT-, NTCP-, und OATP2B1-HEK?293 Zellen
Km I UM, Vay in pmol/mg Protein/min

Zelllinie 16a-OH-DHEAS DHEAS Quellen fur DHEAS
Km 23,1 29,2

OAT4-HEK293 Vo, 485.0 620 Ugele et al. 2008
Km 319,0 28,7

SOAT-HEK293 Voo 1465 8 1899 Geyer et al. 2007
Km 51,4 56,1

NTCP-HEK293 Vi 14233 2198 Grosser 2013
K - 210

OATP2B1-HEK293 Ve i 602 Ugele et al. 2008

OAT4: Fur OAT4 wurde eine hohe Affinitat zu 16a-OH-DHEAS nachgewiesen (K,,=23 uM),
die mit der bereits bekannten Affinitdt zu DHEAS im gleichen Zellsystem vergleichbar ist
(Tab. 5.1). OAT4-HEK293-Zellen transportieren die Substrate DHEAS und E;S in patrtiell
natriumabhangiger Weise mit etwa 50 % niedrigerer Aufnahme bei Abwesenheit von Natrium
(Ugele et al. 2008). Dies wurde nun ebenfalls fir das Substrat 16a-OH-DHEAS gezeigt, fur
das die Aufnahme unter natriumfreien Bedingungen etwa halbiert war. Mit seiner Lokalisation
an der basalen Membran von Synzytiotrophoblasten scheint OAT4 zuséatzlich zum bereits
bekannten Transport von DHEAS und E;S auch fir die Zufuhr der Estriolvorstufe 16a-OH-
DHEAS in den Synzytiotrophoblasten zustandig zu sein (Abb. 5.1).

SOAT: OAT4 und SOAT transportieren das bereits bekannte Substrat DHEAS mit gleicher
Affinitat (K,=29 uM). Die Affinitat von SOAT zu 16a-OH-DHEAS war allerdings mehr als 10-
fach niedriger (K,=319 puM; Tab. 5.1). Trotz der niedrigen Affinitat zu 16a-OH-DHEAS konnte
SOAT mit seiner Lokalisation im Endothel der fetalen BlutgefaRe in der Plazenta die
Aufnahme von 16a-OH-DHEAS aus dem fetalen Blut dennoch vermitteln, da dessen
Konzentration mit ca. 10 uM etwa doppelt so hoch ist wie die von DHEAS (Laatikainen et al.
1980; Mathur et al. 1980; Kojima et al. 1981; Troisi et al. 2003). Aufgrund der hoheren
Affinitat von SOAT zu DHEAS ist DHEAS jedoch wahrscheinlich das bevorzugte Substrat
dieses Transporters. Dies zeigt sich auch an den gemessenen ICgs-Werten, die fir eine
Halbierung der Aufnahme von 200nM DHEAS eine mehr als 1000-fach hdhere
Konzentration von 16a-OH-DHEAS (304 uM) aufwiesen. Beide Substrate werden nach der
SOAT-vermittelten Aufnahme aus dem fetalen Blut dem Synzytiotrophoblasten zugefuhrt, wo

sie in Estradiol bzw. Estriol umgewandelt werden (Abb. 5.1).
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Abb.5.1: Schematische Darstellung des vermuteten Zusammenspiels von Steroid-
sulfattransportern und der Synthese von Ostrogenen in der humanen Plazenta

Der Steroidsulfattransporter SOAT wurde an der apikalen Membran des Synzytio-
trophoblasten detektiert und vermittelt die Aufnahme von Steroidsulfaten, wie DHEAS, aus
dem maternalen Blut. Er wurde zudem im Kapillarendothel detektiert, wo eine Lokalisation an
der dem Blut zugewandten Seite die Aufnahme von DHEAS und 16a-OH-DHEAS aus dem
fetalen Blut vermitteln kdnnte. Nach Abgabe aus dem Endothel Uber Effluxcarrier, wie MRP1
oder MRP5 (Vahakangas und Myllynen 2009), werden die Steroidsulfate von Transportern
aufgenommen, die sich an der basalen Membran des Synzytiotrophoblasten befinden.
DHEAS wird hierbei von OATP2B1 und OAT4 aufgenommen, 16a-OH-DHEAS nur von
OATA4. Im Synzytiotrophoblasten wird DHEAS in Estron (E;) und Estradiol (E,) umgewandelt,
160-OH-DHEAS wird zu Estriol (Es) metabolisiert. Die Ostrogene Estron, Estradiol und ggf.
Estriol diffundieren durch die Lipidphase der Zellmembran durch passive Diffusion ins
maternale und fetale Blut.

NTCP: NTCP ist ebenfalls ein Transporter fur 16a-OH-DHEAS, dessen K,-Wert von 51 uM
fur dieses Substrat dhnlich dem fir das bereits bekannte Substrat DHEAS ist (Tab. 5.1).
Allerdings wird NTCP nicht oder kaum in der Plazenta exprimiert (Patel et al. 2003; Ugele et

al. 2003; Kapitel 1.4.2) und scheint somit keine Bedeutung flr die plazentare Estriolsynthese

zu haben.

OATP2B1: OATP2B1-HEK293-Zellen zeigten keine Transportaktivitat fur 16a-OH-DHEAS.
Allerdings wurde bereits gezeigt, dass OATP2B1 auch fur das verwandte Substrat DHEAS
eine niedrige Affinitat besitzt (K,>200 uM), die etwa 10 % der Affinitat fur E;S betragt (Ugele

et al. 2008). Somit bleibt E;S weiterhin das einzige bekannte relevante Steroidsulfat, das bei
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physiologischen Konzentrationen durch OATP2B1 transportiert wird. Dieser Transporter
zeigt eine breite Gewebeexpression (Tamai et al. 2000) und trdgt gemeinsam mit der
Sulfatase durch Aktivierung von E;S zur Versorgung von Zellen mit einem basalen
Ostrogenlevel bei (Ugele et al. 2008).

5.2.2 Uberlegungen zur Bedeutung des Steroidsulfattransports fir die hohe
plazentare Estriolsynthese

Die wahrend der Schwangerschaft entstehenden Konzentrationen an Estriol im maternalen
Plasma, die auch im Urin erscheinen, lbersteigen die Konzentrationen von Estradiol um ein
Vielfaches. Dies ist nicht anhand der Plasmakonzentrationen der entsprechenden Vorstufen
16a0-OH-DHEAS (Vorstufe von Estriol) und DHEAS (Vorstufe von Estradiol) erklarbar
(Othman und Oakey 1996). 16a-OH-DHEAS kommt im fetalen Blut zwar in etwa doppelt so
hohen Konzentrationen vor wie DHEAS, doch wird die Plazenta zusatzlich auch von
maternaler Seite aus mit DHEAS versorgt (Kapitel 1.2.3). Auch eine Préferenz der Enzyme
Sulfatase und Aromatase gegeniber den 16a-hydroxylierten Steroiden wurde
ausgeschlossen und eine Bevorzugung der nicht-16a-hydroxylierten Vorstufen DHEAS und
Androstendion ermittelt. Die Ursache der hohen Estriolsynthese in der Plazenta konnte somit
noch nicht geklart werden (Dibbelt und Kuss 1983; Othman und Oakey 1996). Eine mdgliche
Erklarung dieses Phanomens konnte in einer verstarkten transportervermittelten Aufnahme
von 16a-OH-DHEAS gegenliber DHEAS liegen, so dass im Synzytiotrophoblasten héhere
lokale Konzentrationen der 16a-hydroxylierten Metaboliten entstehen und vermehrt Estriol
gebildet wird. Hierzu missten Transporter vorhanden sein, die eine deutlich hthere Affinitat
zu 16a-OH-DHEAS als zu DHEAS haben. Diese Voraussetzung trifft jedoch auf die in dieser
Arbeit identifizierten 16a-OH-DHEAS-Transporter SOAT und OAT4 nicht zu. SOAT wurde
zwar im fetalen GefaRendothel in den Chorionzotten detektiert, wo er die Aufnahme von
sulfatierten Steroiden aus dem fetalen Blut vermitteln kdnnte. Wie im vorhergehenden
Kapitel bereits erlautert, betrug die Affinitat von SOAT zu 16a-OH-DHEAS allerdings nur
etwa 10 % der Affinitdt zu DHEAS, so dass 16a-OH-DHEAS nicht das bevorzugte Substrat
darstellt. OAT4 hat mit seiner Lokalisation an der basalen Membran der
Synzytiotrophoblasten einen entscheidenden Einfluss auf die Zufilhrung von sulfatierten
Steroiden in den Synzytiotrophoblasten. Allerdings war der K,-Wert von 16a-OH-DHEAS nur
gering gegeniiber dem Wert von DHEAS vermindert, d. h. die Affinitat war nur unwesentlich
hoher. Dies reicht nicht aus, um von einer deutlich verstarkten Aufnahme von 16a-OH-
DHEAS gegenuber DHEAS auszugehen. Aul3erdem wird DHEAS zusatzlich von OATP2B1
an der basalen Membran und von SOAT an der apikalen Membran des
Synzytiotrophoblasten in die Zelle aufgenommen (Abb. 5.1). Eine erhohte lokale

Konzentration von 16a-OH-DHEAS im Synzytiotrophoblasten kann daher nicht Uber die in
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dieser Arbeit identifizierten Transportproteine fir 16a-OH-DHEAS erklart werden und das

Réatsel um die hohe Estriolsynthese in der humanen Plazenta bleibt weiterhin ungelost.

5.3  Steroidsulfattransporter in JEG-3-Zellen

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war es, die plazentaabstammende JEG-3-Zelllinie mit
bekannten Steroidsulfattransportern stabil zu transfizieren, um die anteilige Bedeutung der
jeweiligen Transporter fir die Steroidsulfataufnahme zu ermitteln. Zundchst wurde ein
Expressionsprofil Uber endogen vorhandene Transporter in JEG-3-Zellen erstellt und
Aufnahmemessungen mit den sulfatierten Steroiden DHEAS und E;S an nativen JEG-3-
Zellen durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die Zellen stabil mit den Transportern SOAT und
OATP2B1 transfiziert und deren Einfluss auf die Ostrogensynthese in Metabolismus-

messungen u ntersucht.

5.3.1 Expressionsprofil

Messungen an isolierten Trophoblasten und JEG-3-Zellen in Suspension zeigen, dass
JEG-3-Zellen im Gegensatz zu Trophoblasten innerhalb von 30 min nicht in der Lage sind,
DHEAS aufzunehmen (Ugele und Simon 1999). Dies deutet an, dass native JEG-3-Zellen
eine verminderte Expression von Transportern fur sulfatierte Steroide aufweisen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden JEG-3-Zellen nicht in Suspension, sondern in Monolayern verwendet,
wo eine Aufnahme von DHEAS und E;S nachgewiesen werden konnte (Kapitel 4.3.2).
Hierbei war die Aufnahme von DHEAS bereits nach 30 min gesattigt und blieb auf niedrigem
Niveau, wahrend die E;S-Aufnahme selbst nach 30 min noch linear anstieg. Dies legt nahe,
dass JEG-3-Zellen in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen doch Steroidsulfat-
transporter, insbesondere fir E;S, exprimieren kénnen.

Durch Real-Time qRT-PCR von RNA aus JEG-3-Zellen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
die Transporter SOAT und OATP2B1, die im Zentrum dieser Arbeit standen, nur sehr gering
exprimiert werden. Serrano et al. (2007) stellten passend dazu eine 14-fach niedrigere
OATP2B1-Expression in JEG-3-Zellen im Vergleich zu humanen Trophoblastenzellen aus
dem dritten Trimester fest.

Die gRT-PCR zeigte aufRerdem eine mittlere Expression des Transporters OAT4, der
ebenfalls im Mittelpunkt dieser Arbeit stand. Eine Expression dieses Transporters in JEG-3-
Zellen wurde bereits Uber RT-PCR nachgewiesen (Steckelbroeck et al. 2004) und eine
Steigerung der OAT4-Expression nach Aflatoxin B1-Inkubation detektiert (Huuskonen et al.
2013).

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit wiederholt eine hohe Expression von OATP1A2 und

erstmals von OATP4Al in JEG-3-Zellen nachgewiesen. Serrano et al. (2007) detektierten
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ebenfalls eine hohe OATP1A2-Expression, die 50-fach erhdht gegenitber humanen
Trophoblastenzellen aus dem dritten Trimester war. Dies wird damit erklart, dass JEG-3-
Zellen eher mit Trophoblasten aus dem ersten Trimester vergleichbar sind, wo die
Expression von OATP1A2 hoher als im dritten Trimester ist (Patel et al. 2003; Serrano et al.
2007).

In der hier durchgefuhrten gRT-PCR war OATP4Al1 mit Abstand der am hochsten
exprimierte Influx-Transporter. Fur OATP4ALl schrieben bereits Tamai et al. (2000), dass
dieser Transporter in allen von ihnen getesteten Karzinomzelllinien vorkam. Mit JEG-3-
Zellen, die von einem Chorionkarzinom abstammen, wurde in dieser Arbeit eine weitere
OATP4Al-exprimierende Karzinomzelllinie identifiziert.

Fur die hier beschriebenen Transporter sind die Lokalisationen in der Plazenta bekannt. Sie
wurden in der Einleitung (Kapitel 1.5; 1.6) bzw. fur SOAT im Verlauf dieser Arbeit (Kapitel
4.1) ndher beschrieben. Ein weiterer Transporter, OATP3Al, konnte in der gRT-PCR mit
geringer Expression in JEG-3-Zellen detektiert werden. In der Plazenta wurde OATP3Al
bisher lediglich auf mMRNA-Ebene nachgewiesen (Tamai et al. 2000; Patel et al. 2003; Ugele
et al. 2003); er zeigt eine niedrige Aufnahme von E;S (Tamai et al. 2000).

Das Expressionsprofil verschiedener Steroidsulfattransporter in JEG-3-Zellen zeigt also,
dass der Transporter OATP4A1 mit Abstand am héchsten exprimiert war, gefolgt von OAT4
und OATP1A2. Die Transporter SOAT, OATP2B1 und OATP3A1l waren lediglich gering

exprimiert.

5.3.2 Transport von Steroidsulfaten

JEG-3-Zellen nehmen DHEAS und E;S sowohl unter natriumhaltigen als auch natriumfreien
Bedingungen auf. In Anwesenheit von Natrium war die Aufnahme gering héher (1,3-fach) als
unter Verwendung von natriumfreiem Transportpuffer (Kapitel 4.3.2). Die Aufnahme von
DHEAS in JEG-3-Zellen kénnte durch die von JEG-3-Zellen exprimierten Transporter OAT4
und OATP1A2 erfolgen, die beide dieses Substrat in ihrem Substratspektrum haben (Kullak-
Ublick et al. 1998; Cha et al. 2000; Ugele et al. 2008). Da OAT4 partiell natriumabhangig ist
(Ugele et al. 2008), ist die erhéhte Aufnahme von DHEAS in JEG-3-Zellen unter
natriumhaltigen Bedingungen erklarbar.

OAT4 konnte zusétzlich fur die Aufnahme von E;S zusténdig sein, dessen Aufnahme in
JEG-3-Zellen deutlich héher als von DHEAS ausfiel. Allerdings liegen die Kn,- und Va-Werte
fur diese beiden Substrate bei Untersuchungen in stabil transfizierten OAT4-HEK293-Zellen
in einem ahnlichen Bereich, so dass OAT4 die Substrate DHEAS und E;S vermutlich
gleichermaf3en gut transportiert (K,=29 bzw. 22 uM; Vna=620 bzw. 581 pmol/mg
Protein/min; Ugele et al. 2008). Er kann daher nicht alleinig fur die auffallend héhere E;S-

Aufnahme in JEG-3-Zellen verantwortlich sein. Mdglicherweise wird dieser Effekt durch
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OATPA4ALl unterstitzt, der zwar vor allem als Schilddrisenhormontransporter bekannt ist,
allerdings auch gering E;S transportiert (Tamai et al. 2000). Da dieser Transporter in JEG-3-
Zellen mit Abstand am héchsten exprimiert ist, kdnnte er zur verstarkten E;S-Aufnahme
beitragen. Um eine genaue Zuweisung der Transporteigenschaften von JEG-3-Zellen zu
bestimmten Transportern zu treffen, mussten die identifizierten Transporter einzeln gehemmt
werden. Ein Vergleich der Aufnahmemessungen unter Verwendung von transporter-
spezifischen Inhibitoren mit Messungen ohne Inhibitoren wirde den Effekt der einzelnen
Transporter auf die DHEAS- und E;S-Aufnahme in JEG-3-Zellen erkennen lassen. Dieser
Ansatz wurde aber aus verschiedenen Griinden nicht aufgegriffen. Nicht fur alle Transporter
waren geeignete Inhibitoren bekannt und die Auswahl von Inhibitoren, die nur einen
ausgewahlten Transporter hemmen und alle anderen ganzlich unbeeintrachtigt lassen,
erschien nicht moglich. Stattdessen wurden einzelne Transporter selektiv in JEG-3-Zelllen

nach Transfektion zur Expression gebracht.

5.4  Stabile Transfektion von JEG-3-Zellen mit
Steroidsulfattransportern

Ziel der stabilen Transfektion von JEG-3-Zellen mit den Transportern SOAT, OATP2B1 und
OAT4 war es, die Rolle der einzelnen Transporter fiir die plazentare Ostrogensynthese zu
untersuchen. Eine Uberpriifung der Transfektion mit verschiedenen Methoden ergab, dass
die Transfektion mit SOAT und OATP2B1 erfolgreich war, nicht aber mit OATA4.

5.4.1 SOAT-JEG-3-Zellen

Von den selbst generierten SOAT-JEG-3-Zellen wurden zwei Klone untersucht, genannt #1
und #2. Unter natriumhaltigen Bedingungen war fir beide eine erhéhte Aufnahme (1,3-fach)
von DHEAS und E;S gegeniiber der Aufnahme in den Kontrollzellen JEG-3-FRT unter
ebenfalls natriumhaltigen Bedingungen zu beobachten, wéhrend die Aufnahme unter
natriumfreien Bedingungen gleich blieb (Kapitel 4.4.3). Diese Transporteigenschaften von
SOAT-JEG-3-Zellen stimmen somit mit den bekannten Charakteristika von SOAT Uberein,
bei dem es sich um einen natriumabhéangigen Transporter handelt (Geyer et al. 2004). Eine
Uberexpression von SOAT in den beiden SOAT-JEG-3-Zelllinien wurde auf mRNA-Ebene
mittels qRT-PCR gezeigt, wobei die Expression in Klon #2 geringer ausfiel als in Klon #1.
Trotz seiner hoheren mMRNA-Expression zeigte Klon #1 gegeniber Klon #2 jedoch keine
hohere Aufnahme von Steroidsulfaten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass nicht
die gesamte mRNA in Protein translatiert wurde, oder SOAT-Protein zwar gebildet, aber

nicht komplett in die Zellmembran eingebaut wurde.
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Im Western Blot war ein geringeres Vorkommen des SOAT-Proteins in SOAT-JEG-3-Zellen
im Vergleich zu SOAT-HEK293-Zellen erkennbar, die als Positivkontrolle dienten. Trotz einer
40-fach hoheren eingesetzten Proteinmenge in SOAT-JEG-3-Zellen fielen die Banden
deutlich schwécher aus. Dies kann verschiedene Grinde haben. JEG-3-Zellen haben ein
groReres Zellvolumen als HEK293-Zellen und synthetisieren aufgrund ihrer metabolischen
Aktivitat moglicherweise mehr Protein in Form von Enzymen und Transportern. Daher kénnte
der SOAT-Anteil in einer Proteinldsung aus JEG-3-Zellen generell kleiner als bei HEK293-
Zellen sein. Ein weiterer Grund ist in einer geringeren SOAT-Expression in SOAT-JEG-3-
Zellen zu sehen, die sich bereits im B-Galactosidase-Assay der Wirtszelllinien (FlpIn-HEK293
und Flpin-JEG-3) andeutet. Der B-Galactosidase-Assay ermoglicht die Beurteilung der
transkriptionellen Aktivitat des fir die stabile Transfektion vorgesehenen Genabschnittes.
Hierbei war die B-Galactosidase-Aktivitdt der kommerziell erhaltlichen Flpln-HEK293-Zellen
bis zu 10-fach héher als in den selbst generierten Flpin-JEG-3-Zellen. Es ist daher davon
auszugehen, dass die SOAT-DNA in HEK293-Zellen an einer transkriptionell aktiveren Stelle
im Genom integriert ist. Des Weiteren fiel im Western Blot auf, dass die SOAT-Banden in
SOAT-JEG-3-Zellen etwas hoher lagen (54-59 kDa) als bei der Positivkontrolle, den SOAT-
HEK293-Zellen (45-54 kDa). Die anhand der Anzahl an Aminosauren berechnete GroR3e des
Proteins liegt sogar lediglich bei 41,2 kDa (Geyer et al. 2007). Eine héhere Molekilmasse
kann aber durch posttranslationale Modifikationen in Form von Glykosylierungen entstehen.
Das Anheften von Zuckermolekilen an Stickstoff-Enden von Aminosauren des Proteins wird
als N-Glykosylierung bezeichnet. SOAT besitzt drei solcher potenzieller N-Glykosylierungs-
stellen, an Asparagin 4, 14 und 157 (Geyer et al. 2007). Bei SOAT-HEK293-Zellen werden
verschiedene Glykosylierungsstadien vermutet, die ein Ausdehnen der Bande von 45-54 kDa
erklaren (Fietz et al. 2013). Die Bande bei 38 kDa liegt dagegen in der Nahe des
berechneten Molekilgewichtes von SOAT und wurde ebenfalls in transient transfizierten
U20S-Zellen und fir den Maus-Soat in stabil transfizierten mSoat-HEK293-Zellen gezeigt
(Bijsmans et al. 2012; Grosser et al. 2013).

Auch bei SOAT-JEG-3-Zellen koénnte eine Erhdéhung des Molekllgewichtes durch
Glykosylierung vorliegen. Zusatzlich kdnnten SOAT-Proteine in Verbindung mit anderen
Proteinen als Heterodimere vorliegen, die ebenfalls ein hohes Molekulgewicht bewirken. Far
den aus der gleichen Transporterfamilie stammenden Gallensauretransporter NTCP wurde
bereits eine Homodimerbildung bzw. Heterodimerbildung mit SOAT oder SLC10A4 in vitro
beschrieben. Ebenso wurde eine Homodimerbildung fir SOAT beschrieben (Bijsmans et al.
2012). In dem hier dargestellten Fall misste SOAT jedoch mit kleineren Proteinen
dimerisieren, um das nur gering erhéhte Molekulargewicht zu erreichen und die Dimere
mussten stabil genug sein, um bei den denaturierenden Bedingungen des Western Blots

erhalten zu bleiben.
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542 OATP2B1-JEG-3-Zellen

Auch fur OATP2B1-JEG-3-Zellen, in denen eine Uberexpression von OATP2B1 mittels qRT-
PCR bestatigt wurde, zeigte sich in Transportmessungen eine erhdhte Aufnahme von
DHEAS und E;S im Vergleich zu den Kontrollzellen JEG-3-FRT (Kapitel 4.4.3). Im
Unterschied zu SOAT war diese nicht nur unter natriumhaltigen, sondern auch unter
natriumfreien Bedingungen gegeniber den Kontrollzellen erhdht. Dies stimmt mit den
Eigenschaften von OATP2B1 (berein, bei dem es sich um einen natriumunabhéngigen
Transporter handelt (Hagenbuch und Stieger 2013). Die Aufnahme von DHEAS war 1,2-fach
erhdht gegentber den Kontrollzellen, von E;S sogar 2,3-fach. Dieser Unterschied lasst sich
anhand der in OATP2B1-HEK?293-Zellen ermittelten Transportkinetiken erklaren (Ugele et al.
2008). Hierbei wurde fur OATP2B1 eine etwa 10-fach héhere Affinitat zu E;S als zu DHEAS
festgestellt, wahrend die Va-Werte vergleichbar waren. Die eingesetzten Konzentrationen
von E;S und DHEAS in den hier durchgefiihrten Messungen lagen im Bereich des K-
Wertes von E;S, daher féllt die Aufnahme dieses Substrates deutlich héher aus.

5.4.3 Bewertung der stabilen Transfektion von JEG-3-Zellen

Aus den beiden vorangehenden Unterkapiteln lasst sich zusammenfassend festhalten, dass
SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen entsprechend ihrer jeweiligen Transportercharakteristika
vermehrt DHEAS und E;S transportieren und die stabile Transfektion somit erfolgreich war.
Der Transport war allerdings mit einem Faktor von 1,2-2,3 gering bis maRig gegeniber den
JEG-3-FRT-Kontrollzellen erhéht und blieb damit hinter den Erwartungen zurtick. Dies wird
anhand des Vergleichs mit HEK293-Zellen deutlich, bei denen die Transportraten der stabil
transfizierten Zelllinien um ein Vielfaches gegenuber den Kontrollzelllinen erhoht sind (Geyer
et al. 2007). Eine Erklarung hierfur ist in den FlpIn-Wirtszelllinien zu sehen, die die
Grundlage fur die stabile Transfektion mit Transporter-DNA bildeten. Die selbst generierte
FlpIn-JEG-3-Wirtszelllinie (JEG-3-FRT) wies im [-Galactodisadse-Assay eine deutlich
geringere Enzym-Aktivitat im Vergleich zu den kommerziell erhaltlichen Flpln-HEK293-Zellen
auf, wie in Kapitel 5.4.1 bereits erwéhnt. Da der -Galactosidase-Assay die transkriptionelle
Aktivitdt des Genabschnitts widerspiegelt, an dem in den stabilen Zelllinien die Transporter-
DNA eingeflgt wird, zeichnete sich schon an dieser Stelle ab, dass die Transportaktivitat der
stabil transfizierten JEG-3-Zellen nicht an die der stabil transfizierten HEK293-Zellen
heranreichen wirde. Eine groRere Auswahl an FlpIin-JEG-3-Wirtszellklonen hatte
maoglicherweise einen geeigneteren Klon als den in dieser Arbeit ausgewdahlten Klon JEG-3-
FRT hervorbringen kdnnen. Allerdings zeigte sich die Generierung von geeigneten Klonen
bei JEG-3-Zellen komplizierter als bei HEK293-Zellen. Bei der Erstellung der Flpin-

Wirtszelllinie ist die Generierung von Einzelklonen, also Klonen, die von einer einzigen Zelle
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abstammen, essentiell, da alle Zellen einer entstehenden Zelllinie die FRT site idealerweise
an der gleichen Stelle im Genom integriert haben. Diese Selektion von Einzelklonen ist in
JEG-3-Zellen erschwert, da sich diese Zellen meist in einem Verbund von mehreren Zellen
auf dem Zellkulturflaschenboden absetzen. Es entstand zudem der Eindruck, dass zu
starkes Vereinzeln der Zellen zu einer erhdhten Absterberate der sich einzeln abgesetzten
Zellen fuihrte, so dass einige Zellklone verloren gingen.

Auffallig war aul3erdem, dass JEG-3-Zellen eine stark erhdhte Sensitivitat gegeniber den fiir
die stabile Transfektion bendtigten Selektionsantibiotika zeigten und bereits Konzentrationen
zelltoxisch waren, die 10% der Ublicherweise bei HEK293-Zellen eingesetzten
Konzentrationen betrugen. Auch wenn die Selektion der stabilen JEG-3-Zelllinien
entsprechend mit geringen Antibiotika-Konzentrationen durchgefihrt wurden, ist vorstellbar,
dass die permanente Inkubation der Zellen mit Antibiotika Uber mehrere Monate dennoch
toxische Effekte auf JEG-3-Zellen hatte, die beispielsweise in einer verminderten Expression

von Genen, beispielsweise der genannten Transporter, mindeten.

5.5 Metabolismusmessungen an JEG-3-Zellen

JEG-3-Zellen exprimieren die nétigen Enzyme, um aus Cholesterol Progesteron und aus
C19-Steroiden Ostrogene zu synthetisieren (Kohler et al. 1971; Kohler und Bridson 1971;
Samson et al. 2009). Daher eignen sich JEG-3-Zellen besonders fir die Untersuchung der
steroidogenen Eigenschaften der Plazenta. Voraussetzung ist allerdings, dass besondere
Zellkultivierungsmafinahmen getroffen werden, die ausschlie3en, dass im Zellkulturmedium
bereits Steroidhormone vorhanden sind. Dies geschieht durch Filtration des fetalen
Kélberserums (FKS) tUiber Aktivkohle, so dass die Zellen bereits vor Beginn der Messung frei
von exogen zugefihrten Steroidhormonen waren. Die Messung selbst wurde in serumfreiem
Medium (Ham's F12) durchgefihrt. Gestartet wurde die Messung durch Zugabe von
Ostrogenvorstufen in das Medium (DHEAS, DHEA, 16a-OH-DHEAS, E;S) und nach 24 h
beendet durch Entnahme des Mediums mit anschlieBender Analyse der enthaltenen
Steroidhormone mittels LC-MS-MS. Die im Medium gemessenen unkonjugierten Steroide
entsprechen den von den Zellen synthetisierten Mengen, da diese aufgrund ihrer Lipophilie
ungehindert ins Medium diffundieren. Eine Untersuchung im Zelllysat ergab zudem keine
hohen Mengen an sulfatierten Steroiden, so dass auch hier die im Medium gemessenen
Mengen etwa den synthetisierten Mengen entsprechen. Aufgrund der hohen Expression des
Effluxtransporters Breast Cancer Resistance Protein BCRP (qRT-PCR JEG-3-Zellen, Kapitel

4.3.1) werden sie mdglicherweise recht schnell von den Zellen ins Medium abgegeben.
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55.1 Metabolismus von nativen JEG-3-Zellen

Zusatzlich zur Untersuchung des Metabolismus von stabil mit Transportern transfizierten
JEG-3-Zellen wurde zur ndheren Charakterisierung der Zellen eine Messung an nativen
JEG-3-Zellen durchgefiinrt. Die Zellen wurden fur 24 h mit 5 uyM DHEAS, DHEA oder
16a-OH-DHEAS inkubiert und die gebildeten Steroidhormone im Medium bestimmt. Die
Konzentration von 5 uM wurde gewahlt, da diese in etwa der Konzentration der sulfatierten
Steroide DHEAS und 16a-OH-DHEAS wahrend der Schwangerschaft entspricht. Die
unsulfatiete Form DHEA kommt zwar physiologisch in wesentlich geringeren
Konzentrationen vor, wurde aber zum direkten Vergleich in gleicher Konzentration

angeboten. Im Folgenden werden die in Kapitel 4.5.1 aufgelisteten Ergebnisse diskutiert:

1. Nach Inkubation mit DHEAS bzw. DHEA wurden Estradiol sowie die auf dem Weg
entstehenden Zwischenprodukte Androstendion und Testosteron gebildet. Estron
hingegeben wurde nicht detektiert.

JEG-3-Zellen exprimieren die nétigen Enzyme, um aus C19-Steroiden Ostrogene zu

synthetisieren. Hierbei handelt es sich um die Enzyme Sulfatase, 33-HSD Typ1, 17B-HSD

Typ 1, 7 und 12 sowie Aromatase (Samson et al. 2009; gRT-PCR JEG-3-Zellen, Kapitel

4.3.1). Estron wurde in diesem Fall nicht detektiert, da es vermutlich schnell und vollstéandig

durch die 17B-HSD zu Estradiol metabolisiert wurde.

2. Sowohl nach DHEAS- als auch nach DHEA-Inkubation kam es zu einem Anstau von
Androstendion. Die gebildete Estradiolmenge war nach DHEAS-Inkubation genauso
hoch wie nach DHEA-Inkubation.

DHEA kann aufgrund seiner Lipophilie die Zellmembran durch passive Diffusion durchqueren

und steht den Zellen ungehindert fur die Estradiolsynthese zur Verfligung. Die sulfatierte

Form DHEAS ist wegen ihrer Sulfatgruppe hingegen auf die Aufnahme durch

Steroidsulfattransporter angewiesen, die in JEG-3-Zellen geringer vorkommen als in

Trophoblastenzellen (Ugele und Simon 1999). Die Inkubation von JEG-3-Zellen mit

aquimolaren Konzentrationen an DHEAS und DHEA lasst daher eine hhere Versorgung der

Zellen mit DHEA erwarten, was in einer hoheren Estradiolsynthese aus DHEA als aus

DHEAS munden misste. Wéhrend der Metabolismusmessung wurden hingegen aus beiden

Vorlaufermolekilen gleiche Mengen an Estradiol gebildet. Dies zeigt, dass JEG-3-Zellen

genug DHEAS aufnehmen, um das Enzymsystem dieser Zellen vollstdndig abzusattigen.

Der Anstau von Androstendion offenbart, dass die Begrenzung der Ostrogensynthese durch

das Enzym Aromatase vermittelt wird, dessen begrenzte Kapazitat die Umwandlung von

Androstendion in Estron limitiert. Eine beliebige Steigerung der Ostrogensynthese durch

Anbieten hoherer Konzentrationen von Vorlaufermolekiilen wird somit verhindert und die
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erhaltenen Estradiolmengen bleiben im Vergleich zum eingesetzten Ausgangssubstrat recht

gering. Zum besseren Verstandnis ist der Syntheseweg von Estradiol in Abb. 5.2 dargestellt.

Sulfatase 3B-HSD Andro- 17B-HSD

DHEAS ——> DHEA —8™> stendion—> Estron =—————> Estradiol

Abb. 5.2: Syntheseweg von Estradiol

Bei Inkubation von JEG-3-Zellen mit 5 uM DHEAS oder DHEA ist das Enzym Aromatase das
geschwindigkeitsbegrenzende Enzym im Syntheseweg von Estradiol. Es kam zu einem
Anstau von Androstendion und die Ostrogene Estron und Estradiol wurden nur in geringer
Menge gebildet.

Untersuchungen von Gibb und Lavoie (1984) an Plazentamikrosomen erdffneten Einsichten
in das Zusammenspiel der an der Estradiolsynthese beteiligten Enzyme und erklaren die hier
erzielten Ergebnisse. Es stellte sich auch dort heraus, dass die Aromatase das
geschwindigkeitsbegrenzende Enzym wahrend der Estradiolsynthese darstellt. Die wéahrend
des Synthesewegs vorangehenden Enzyme Sulfatase und 3B-HSD besitzen in humanen
Plazentamikrosomen vergleichbare maximale Umsatzgeschwindigkeiten (V) fir ihre
Substrate (2 bzw. 1,8 nmol/mg Protein/min), wahrend die Umsatzgeschwindigkeit der
Aromatase nur etwa 6 % davon betragt (0,12 nmol/mg Protein/min). Somit wird bei maximal
erreichten Umsatzgeschwindigkeiten Androstendion in einer hoheren Geschwindigkeit
gebildet, als es von der Aromatase zu Estron weitermetabolisiert werden kann und es kommt
zu einem Anstau von Androstendion. Estron und Estradiol kbnnen nur in geringer Menge
gebildet werden. Zu berlcksichtigen ist allerdings, dass die tatsachlich erreichten Umsatze
der Enzyme von deren Affinitdt zum Substrat und der vorliegenden Substratkonzentration
abhangen. Die Michaeliskonstanten (K.,) der 3-HSD und Aromatase zu ihren Substraten
DHEA bzw. Androstendion liegen im Bereich um 15 nM. Diese Konzentration wurde in der
hier durchgefihrten Messung tberschritten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
beide Enzyme mit maximalen Umsatzgeschwindigkeiten arbeiteten. Die Sulfatase, die den
ersten Schritt bei der Metabolisierung von DHEAS vornimmt, hat eine wesentlich geringere
Affinitat zum Substrat DHEAS, was anhand des K,,-Wertes von 16 uM deutlich wird. Die
maximale Umsatzgeschwindigkeit wird daher erst bei deutlich héheren Konzentrationen an
DHEAS erreicht. Durch eine Inkubation mit 5 uM DHEAS wurden in den hier durchgefuhrten
Metabolismusmessungen jedoch bereits so hohe intrazellulare Konzentrationen erreicht,
dass die Umsatzgeschwindigkeit der Sulfatase die Geschwindigkeit der Aromatase bei
weitem Uberstieg. Es kam daher, wie oben beschrieben, sowohl nach Inkubation mit DHEA
als auch mit DHEAS zu einem Anstau von Androstendion, dessen Umwandlung zu Estron
durch die Aromatase begrenzt war. Somit entstanden aus DHEA und DHEAS vergleichbare
Mengen an Estradiol. Fiir einen Uberblick (iber den Zusammenhang von
Substratkonzentration und Umsatzgeschwindigkeit der Enzyme sind die Ergebnisse aus
Gibb und Lavoie (1984) in Abb. 5.3 dargestellt.
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A Umsatzgeschwindigkeit (V)
(nmol/mg Protein/min)
2,0=~
_______________________ -
3B-HSD
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< Sulfatase
10— (DHEAS —> DHEA)
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Aromatas*e (Androstendion—> Estron + Estradiol)
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Abb. 5.3: Umsatzgeschwindigkeiten der Sulfatase und Aromatase in Abhangigkeit
von der Substratkonzentration in humanen Plazentamikrosomen

(A) Die maximale Umsatzgeschwindigkeit (Vmax) der Aromatase ist erheblich niedriger als die
Geschwindigkeit der Sulfatase oder der 33-HSD.

(B) Bei Substratkonzentrationen unter 1 pM unterliegt die Umsatzgeschwindigkeit der
Sulfatase der Geschwindigkeit der Aromatase, so dass die Sulfatase das geschwindigkeits-
bestimmende Enzym in der Ostrogensynthese darstellt. Bei Konzentrationen iiber 1 pM ist
die Umsatzgeschwindigkeit der Sulfatase in humanen Plazentamikrosomen hoher als die der
Aromatase, so dass es zu einem Anstau von DHEA und Androstendion kommt. In diesem
Fall, der auch in den Metabolismusmessungen mit JEG-3-Zellen eintrat, ist die Aromatase
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Ostrogensynthese (Gibb und Lavoie 1984).

Die limitierte Estradiolsynthese wird auch in einer Verdoffentlichung von Zbella et al. (1986) an
JEG-3-Zellen gezeigt. Ab einer DHEAS-Konzentration von 500 ng/ml (ca. 2,5 uM) war die

Estradiolsynthese nicht mehr steigerbar, wahrend die Aromatase-unabhangigen Metaboliten
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DHEA, Androstendion und Testosteron nach Inkubation mit steigenden DHEAS-
Konzentrationen weiter anstiegen.

Anders ist die Situation bei Inkubation mit niedrigen DHEAS- und DHEA-Konzentrationen.
Bahn et al. (1981) inkubierten JEG-3-Zellen mit Ostrogenvorlaufern unter 20 nM und
erhielten eine héhere Estradiolsynthese aus DHEA als aus DHEAS. Dies ist mit den von
Gibb und Lavoie (1984) dargestellten und oben erwdhnten Michaeliskonstanten der Enzyme
erklarbar. Der K-Wert der Sulfatase liegt im pM-Bereich, so dass diese bei DHEAS-
Konzentrationen im nM-Bereich weit von ihrer maximalen Umsatzgeschwindigkeit entfernt
ist. Sie erreicht dann lediglich eine Geschwindigkeit, die unterhalb der
Umsatzgeschwindigkeit der Aromatase liegt. Das geschwindigkeitsbegrenzende Enzym bei
niedrigen DHEAS-Konzentrationen ist daher nicht mehr die Aromatase, sondern die
Sulfatase. In diesem Fall entsteht nur wenig desulfatiertes Substrat, das fur die
Weitermetabolisierung zur Verfligung steht. Aus DHEAS wird folglich weniger Estradiol
gebildet wie aus aquimolaren DHEA-Konzentrationen (Abb. 5.3). Diese Beobachtung erfolgte
ebenfalls in Untersuchungen von Schut und Townsley (1977), die sowohl in intakten JEG-3-
Zellen als auch in Zellhomogenat niedrigere Syntheseraten aus DHEAS als aus DHEA
erzielten. Da dieses Ergebnis auch in Zellhomogenat erzielt wurde, kann ausgeschlossen
werden, dass die transporterbedingte Aufnahme in die Zellen der limitierende Faktor in
JEG-3-Zellen ist.

3. Die Zellen besalRen die Fahigkeit, den Steroidring am Kohlenstoff C16 zu
hydroxylieren. So entstanden nach Inkubation mit DHEAS sowohl 16a-OH-DHEAS
als auch 16a-OH-DHEA, wahrend nach Inkubation mit DHEA nur 16a-OH-DHEA
entstand.

Die Metaboliten 16a-OH-DHEAS und 16a-OH-DHEA wurden in den anderen genannten

JEG-3-Studien nicht nachgewiesen (Kohler et al. 1971; Schut und Townsley 1977; Bahn et

al. 1981; Zbella et al. 1986; Samson et al. 2009). In der gRT-PCR im Rahmen dieser Arbeit

wurde eine Expression der 16a-Hydroxylasen CYP3A4 und CYP3A7 in JEG-3-Zellen
detektiert. Eine 16a-Hydroxylasefahigkeit der Plazenta ist allerdings fraglich. Dieses Thema

wird daher in einem Extrakapitel (Kap. 5.6) nédher behandelt.

4. Bei Inkubation der Zellen mit DHEAS metabolisierten die Zellen 7,8 £ 1,4 nmol
DHEAS/mg Protein in 24 h in Androgene und Ostrogene (MW + SD). Bei DHEA
waren es 15,4 + 3.1 nmol DHEA/mg Protein in 24 h.

Im Gegensatz zu DHEAS ist die unsulfatierte Form DHEA nicht auf die Aufnahme durch

Transporter angewiesen. Zusatzlich entfallt ein Enzymschritt wahrend der Metabolisierung,

namlich die Desulfatierung durch die Sulfatase. Daher verbrauchen die Zellen unter

vergleichbaren Bedingungen mehr DHEA als DHEAS. Allerdings resultiert der
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vergleichsweise hohe Verbrauch von DHEA aufgrund der unter Punkt 2 genannten
begrenzten Umsatzgeschwindigkeit der Aromatase nicht in einer erhdéhten Estradiolsynthese.
Der Verbrauch von DHEA bzw. DHEAS sollte sich in der Ausbeute an synthetisierten
Metaboliten widerspiegeln. Jedoch ist der hohe Verbrauch von DHEA nach Aufaddition der
im Balkendiagramm dargestellten Metabolite nicht ersichtlich und es scheint trotz eines
hohen DHEA-Verbrauchs eine geringere Ausbeute an gebildeten Steroidhormonen
vorzuliegen, im Vergleich zu dem parallel durchgefiihrten DHEAS-Experiment. Zu beachten
ist allerdings, dass der Metabolit 16a-OH-DHEA nicht im Balkendiagramm aufgetragen ist,
da eine genaue Quantifizierung mittels LC-MS-MS zunéachst etabliert werden musste.

5. JEG-3-Zellen bildeten Pregnenolon und Progesteron. Aufféllig ist, dass nach
Inkubation mit DHEA die Progesteronsynthese gehemmt war, wahrend nach
Inkubation mit DHEAS beide Hormone gebildet wurden.

Die Synthese von Pregnenolon und Progesteron aus dem endogen vorhandenen Cholesterol

wurde bereits von den ,Erfindern* der JEG-3-Zellen, Kohler und Bridson (1971) beschrieben

und benttigt keine zusatzlich eingesetzten Vorstufen. Die Umwandlung von DHEA zu

Androstendion und von Pregnenolon zu Progesteron wird durch das gleiche Enzym, die 3f3-

HSD, katalysiert (Pasqualini 2005). Da DHEA nach Inkubation der Zellen mit einer

Konzentration von 5 pM in hohem Uberschuss vorkommt, ist eine kompetitive Verdrangung

von Pregnenolon von der Bindungsstelle des Enzyms vorstellbar, so dass Progesteron nicht

gebildet wird. Bei DHEAS fallt die Verdrangung nicht so stark aus, da dieses erst zu DHEA
desulfatiert werden muss.

Die Hemmung der Progesteronsynthese durch DHEAS wurde in JEG-3-Zellen (Ritvos 1988)

und durch DHEA und DHEAS in primaren Plazentazellen in Zellkultur (Branchaud et al.

1983) beschrieben. Auch Androstendion, das in den gezeigten Metabolismusmessungen in

hohen Konzentrationen gebildet wurde, ist als Inhibitor der 33-HSD beschrieben worden.

Untersuchungen an isolierten Plazentazellen (Grimshaw et al. 1983) und

Plazentamikrosomen sowie Plazentafragmenten (Raimondi et al. 1989) zeigten eine

Hemmung der Umwandlung von Pregnenolon in Progesteron durch DHEA und

Androstendion.

6. Nach Inkubation mit 16a-OH-DHEAS waren die Zellen in der Lage, dieses zu
16a-OH-DHEA zu desulfatieren und in Estriol umzuwandeln.

Die Fahigkeit der Estriolsynthese aus 16a-OH-DHEAS bestéatigt das Ergebnis von Zbella et

al. (1986). Neu ist hierbei die Detektion des unsulfatierten Metaboliten 16a-OH-DHEA, der

allerdings nicht genau quantifiziert werden konnte.
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5.5.2 Metabolismus von stabil mit Transportern transfizierten JEG-3-Zellen

Stabil mit SOAT oder OATP2BL1 transfizierte JEG-3-Zellen wurden mit 5 uM DHEAS, DHEA
oder E;S inkubiert und die nach 24 h synthetisierten Steroide mittels LC-MS-MS gemessen.
Ziel war es, einen Einfluss der Transporter SOAT und OATP2B1 auf die Ostrogensynthese
zu untersuchen. Die in Kapitel 4.5.2 aufgelisteten Ergebnisse der Inkubation mit DHEAS,

DHEA und E;S werden im Folgenden zusammengefasst und gemeinsam diskutiert.

1. Die DHEA-Synthese aus DHEAS war bei den Zellen SOAT-JEG-3 #2 und OATP2B1-

JEG-3 etwa doppelt so hoch wie bei der Kontrolle JEG-3-FRT. Ein Vergleich des
nach 24 h metabolisierten Anteils von DHEAS zeigt, dass diese beiden Zelllinien
mehr DHEAS verbraucht haben als JEG-3-FRT-Zellen, wobei sich fiur OATP2B1-
Zellen lediglich eine Tendenz ergab, die nicht statistisch signifikant war. Bei
Inkubation mit der unsulfatierten Form DHEA hingegen lag der Verbrauch von
DHEA bei allen Zelllinien in einem &hnlichen Bereich.
Die Estronsynthese aus E;S war bei den Zellen SOAT-JEG-3 #1 und #2 sowie bei
OATP2B1-JEG-3 im Vergleich zur Kontrolle JEG-3-FRT 2,5-3,5-fach hoher. Ein
Vergleich der Menge metabolisierten Ausgangssubstrats E;S zeigt fir SOAT-JEG-3
#2 und OATP2B1-JEG-3 einen erhdhten Verbrauch von E;S an.

Diese Beobachtungen deuten auf eine erh6hte SOAT- bzw. OATP2B1-vermittelte Aufnahme

von DHEAS bzw. E;S in SOAT-JEG-3 #2- und OATP2B1-JEG-3-Zellen hin. Die beiden

Substrate werden rasch von der Sulfatase desulfatiert und als DHEA bzw. Estron gemessen.

Die erhohte Aufnahme der beiden Steroidsulfate in die genannten stabil transfizierten

Zelllinien wurde ebenfalls an radioaktiv markierten Substraten in Transportmessungen

gezeigt und bestatigt dieses Ergebnis (Kapitel 4.4.3). Bei Inkubation der Zellen mit der

unsulfatierten Form DHEA unterschied sich der Verbrauch nicht zwischen den

verschiedenen Zelllinien, da dieses Substrat transporterunabhangig in die Zellen gelangt.

2. Trotz der erhohten DHEAS-Aufnahme und DHEA-Bildung in SOAT-JEG-3 #2- und
OATP2B1-JEG-3-Zellen wurde nicht vermehrt Androstendion gebildet.

Wie in Kapitel 5.5.1 aufgefihrt, liegt der K,-Wert der 33-HSD fur die Umsetzung von DHEA

bei 15 nM. Nach 24 h lagen allerdings im Medium DHEA-Konzentrationen zwischen 350 und

1100 nM vor. Dies zeigt, dass die 3p-HSD im Bereich der Sattigung arbeitete und daher aus

dem vermehrt gebildeten DHEA nicht mehr Androstendion bilden konnte.
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3. OATP2B1-JEG-3-Zellen bildeten trotz hoherer DHEAS-Aufnahme genauso Vviel
Estradiol wie JEG-3-FRT-Zellen. Die Estradiolsynthese aus E;S war etwa halb so
hoch wie in JEG-3-FRT-Zellen.

Die begrenzte Estradiolsynthese bei Inkubation mit DHEAS erklart sich zum einen aus dem

vorhergehenden Punkt, nach dem eine erhohte DHEAS-Aufnahme in den Transporter-

transfizierten Zelllinien nicht in einer Steigerung der Androstendionsynthese resultiert. Doch
selbst hohere Androstendionkonzentrationen fuhren nicht zu einer gesteigerten

Ostrogensynthese, da das zugehorige Enzym, die Aromatase, als geschwindigkeits-

begrenzendes Enzym hier die Estronsynthese limitiert, wie schon in Kapitel 5.5.1 erlautert.

Somit ergab sich aus der transporterbedingt erhdhten DHEAS-Aufnahme keine Steigerung

der Estradiolsynthese.

Bei Inkubation von OATP2B1-JEG-3-Zellen mit E;S fiel die Estradiolsynthese vermindert

aus. Moglicherweise ist bei dieser Zelllinie im Laufe der stabilen Transfektion eine

Beeintrachtigung des Enzyms 17B-HSD entstanden, das die hohen Estronmengen

langsamer umsetzt als in untransfizierten Zellen.

4. Bei SOAT-JEG-3 #1 war die Estradiolsynthese sowohl nach DHEAS- als auch nach
DHEA-Inkubation stark vermindert gegentiber den Kontrollzellen. Daher wurde ein
zweiter SOAT-Klon, SOAT-JEG-3 #2 getestet, der ebenfalls eine verminderte
Estradiolsynthese nach DHEAS-Inkubation zeigte, die allerdings trotzdem hoher
war als bei Klon #1. Die Estradiolsynthese aus E;S war bei Klon #1 etwa halb so
hoch wie in JEG-3-FRT-Zellen.

Aufféllig ist bei beiden SOAT-JEG-3-Zellklonen, dass die Estradiolsynthese nicht nur

aufgrund der oben beschriebenen Effekte limitiert war, sondern sogar unterhalb der Werte

von JEG-3-FRT-Zellen lag. Da dieser Effekt ebenfalls nach DHEA-Inkubation auftrat, das
durch Diffusion in die Zelle gelangt, ist ein alleiniger transporterbedingter Effekt
ausgeschlossen und die Ursache konnte im Bereich der Enzyme liegen.

Transportmessungen mit [BH]IDHEAS und [?H]E;S zeigten, dass beide SOAT-Zellklone die

Substrate gleichermal3en gut aufnehmen. In den Metabolismusmessungen ist jedoch nur bei

Klon #2 ein erhodhter Verbrauch von DHEAS und E;S detektierbar. Die erh6éhte Aufnahme

von Substraten bei Klon #1 scheint daher durch eine Einschrankung der Sulfatase maskiert

zu sein, so dass vermehrt aufgenommenes Substrat nicht desulfatiert und damit nicht
verbraucht wird.

Die Steroidprofile nach DHEAS-, DHEA- und E;S-Inkubation geben Hinweise auf weitere

eingeschrankte Enzyme, die in Abb. 5.4 zusammenfassend dargestellt sind. Da

Androstendion ausreichend gebildet wurde, scheint die 33-HSD normal zu arbeiten. Eine

Beeintrachtigung konnte im darauf folgenden Enzym, der Aromatase vorliegen, da die

Metaboliten Estron und Estradiol vermindert gebildet wurden. Zusétzlich wurde nach der
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Inkubation mit E;S Estron von Klon #1 weniger effektiv in Estradiol umgewandelt als bei Klon
#2. Moglicherweise ist hier die 173-HSD beeintrachtigt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Uberexpression des SOAT-Proteins in
JEG-3-Zellen hemmende Effekte auf die Estradiolsynthese hatte, wovon Klon #1 am

starksten betroffen war.

5. Bei SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zellen war sowohl die Pregnenolon- als auch die
Progesteronsynthese vermindert gegentiber JEG-3-FRT-Zellen.

Eine Ursache fur die verminderte Pregnenolon- und Progesteronsynthese kdnnte in einer

Einschrankung des Enzyms P450scc liegen, das die Umwandlung von Cholesterol in

Pregnenolon vornimmt (Abb. 5.4).

SOAT-JEG-3-Zelle

Cholesterol
1

I P450scc

v
Pregnenolon

lSB—HSD
Progesteron

3/

> DHEAS

I
1 Sulfatase
v

DHEA
l3|3-HSD

DHEAS —@

Androstendion

VRN
4
Aromatase‘_, \\}7[3-HSD

Sulfatase
E,S —@AT E,S — > Estron  Testosteron

N\ /
N /
17B-HSD v .7 Aromatase

Estradiol

Abb. 5.4: Hypothese zur Estradiolsynthese in SOAT-JEG-3-Zellen

SOAT-JEG-3-Zellen waren nach Inkubation mit den C19-Steroiden DHEAS und DHEA nur
eingeschrankt in der Lage, diese zu Estradiol zu metabolisieren. Zusatzlich war die
Pregnenolon- und Progesteronsynthese stark vermindert. Aufgrund des Steroidprofils nach
Inkubation mit DHEAS, DHEA oder E;S Uber 24 h entsteht die Vermutung, dass bei SOAT-
JEG-3 #1 die Enzyme P450scc, Sulfatase, Aromatase und 173-HSD in ihrer Funktion
eingeschrankt sind (dargestellt mit gestrichelten Pfeilen).
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6. Die stabil transfizierten Zellen nahmen wie die nativen JEG-3-Zellen eine
Hydroxylierung am Kohlenstoff C16 vor.

Die 16a-Hydroxylasefahigkeit von JEG-3-Zellen und der Plazenta wird in Kapitel 5.6

diskutiert.

7. Ein Vergleich der Experimente, bei denen die Zellen mit E;S oder DHEAS inkubiert
wurden zeigt, dass die Zellen mindestens doppelt so viel des Ausgangssubstrates
E;S verbrauchten, verglichen mit dem Ausgangssubstrat DHEAS.

Dieses Ergebnis bestatigt die Beobachtung, dass JEG-3-Zellen E;S besser aufnehmen als

DHEAS. So war bei Transportmessungen die Aufnahme von [?H]E;S nach 30 min noch im

linearen Bereich, wéahrend sie fur [BH]DHEAS bereits im Bereich der Sattigung lag (Kapitel

4.3.2). Zu berlcksichtigen ist allerdings, dass E;S zum besseren Vergleich mit DHEAS in

einer Konzentration von 5 pM eingesetzt wurde, die physiologischen Konzentrationen von

E:S wahrend der Schwangerschaft allerdings bei maximal 500 nM liegen. Somit kénnte

dieser Effekt unter physiologischen Bedingungen aufgehoben sein. Untersuchungen an

isolierten Zellen aus Amnion, Chorion und Dezidua zeigen, dass diese Gewebe ebenfalls

E1S hydrolysieren kénnen und Estron und Estradiol bilden (Mitchell et al. 1984). Wie auch in

JEG-3-Zellen wird E;S in Chorion- und Deziduazellen besser hydrolysiert als DHEAS.

AuBerdem ist die Hydrolyseaktivitat fir E;S in Chorion- und Deziduazellen aus spontanen

Geburten hoher als in Zellen aus Kaiserschnittgeburten. Die Autoren folgern daraus, dass

die Hydrolyse von E;S mdglicherweise vor der Geburt zu einem lokalen Anstieg von

Ostrogenen fiihrt, die die Kontraktilitat des Myometriums beeinflussen.

8. Die Zellen konnten Estradiol sulfatieren und E,S bilden.

Dieses Ergebnis lasst auf eine Expression von Sulfotransferasen (SULT) in JEG-3-Zellen
schlie3en, die den Transfer von Sulfatgruppen auf andere Molekile vornehmen. Bei JEG-3-
und JEG-3-FRT-Zellen war auf3erdem eine Sulfatierung von DHEA zu DHEAS zu
beobachten. In der Plazenta sind die Enzyme SULT2B1 und SULTI1E1l im
Synzytiotrophoblasten bekannt, die DHEA bzw. Estradiol sulfatieren (Raftogianis et al. 2000;
Geese und Raftogianis 2001; Miki et al. 2002; He et al. 2004).

5.5.3 Bewertung der Versuchsergebnisse

Ziel der stabilen Transfektion von JEG-3-Zellen mit Steroidsulfattansportern war es, eine
erhbhte Aufnahme von sulfatierten Steroiden wie DHEAS und E;S in die Zellen
hervorzurufen, die zu einer erhohten Ostrogensynthese fiilhren sollte. Ein Vergleich der
Menge synthetisierter Steroide zwischen SOAT- und OATP2B1-JEG-3-Zelllinien sollte

Aufschluss Uber die Rolle der einzelnen Transporter fir die plazentare Ostrogensynthese
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geben. Hierbei ware vor allem die Inkubation mit einem Steroidmix von Interesse gewesen,
der physiologische Konzentrationen der Steroidhormone beinhaltet hatte.

Obwohl JEG-3-Zellen eine geringere Transporterexpression im Vergleich zu
Trophoblastenzellen aufweisen (Ugele und Simon 1999), scheinen die nativ vorhandenen
Transporter ausreichend zu sein, um nach Inkubation mit 5 uM DHEAS genug Substrat fur
eine maximale Ostrogensynthese aufzunehmen. Um den Einfluss der verschiedenen
Transporter fur die plazentare Ostrogensynthese sichtbar zu machen, misste in einem
nachsten Schritt die in der gRT-PCR detektierten endogen vorhandenen Transporter,
insbesondere OAT4, OATP1A2 und OATP4A1, inhibiert werden. Somit lieRe sich die Rolle
der stabil transfizierten Transporter SOAT und OATP2B1 fir die Ostrogensynthese einzeln
untersuchen. Wie jedoch in Kapitel 5.5.2 aufgeflihrt, verhielten sich die stabil transfizierten
JEG-3-Zelllinien anders als erwartet und eigneten sich nicht flr die weitere Verwendung.
Hier sind die Grinde kurz zusammengefasst:

Die stabile Transfektion der Zellen gestaltete sich aufgrund der hohen Sensitivitat gegentber
den Selektionsantibiotika als langwierig und mindete nur fir die Transporter SOAT und
OATP2B1, nicht aber fir OAT4 in stabil transfizierten Zelllinien. Vor allem bei SOAT-JEG-3-
Zellen, aber auch andeutungsweise bei OATP2B1-JEG-3-Zellen kam es jedoch im Verlauf
der stabilen Transfektion zu verminderten Enzymaktivitdten, so dass die Estradiolsynthese
nicht wie erwartet erhéht, sondern teilweise sogar niedriger als in den untransfizierten
Kontrollzellen ausfiel. Als Ursache fir die verminderten Enzymaktivitaten ist eine
Beeinflussung der Genexpression durch toxische Effekte der Selektionsantibiotika
vorstellbar, die bei der Generierung und Kultivierung der stabilen Zelllinien eingesetzt
wurden. In der gRT-PCR zeigte SOAT-JEG-3 #1 eine héhere Expression von SOAT als Klon
#2 und war dennoch nur zu einer sehr niedrigen Estradiolsynthese befahigt. Dies zeigt, dass
eine hohe mRNA-Expression des stabil transfizierten Proteins kein Kriterium in JEG-3-Zellen
ist, um eine Eignung fir endokrinologische Untersuchungen einzuschétzen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die stabile Transfektion der Transporter SOAT
und OATP2B1 in JEG-3-Zellen in unterschiedlichem Ausmall eine eingeschrankte
Steroidhormonsynthese bewirkte, so dass sich diese stabilen Zelllinien nicht fir
Untersuchungen der Ostrogensynthese eigneten. Eine Beantwortung der initialen
Fragestellung Uber die Rolle der einzelnen Transporter ist mit diesem Modell nicht méglich,
weshalb die Versuche nach den in dieser Arbeit aufgefiihrten Metabolismusmessungen nicht

mehr weitergefuhrt wurden.
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5.6 16a-Hydroxylasen in JEG-3-Zellen und der humanen Plazenta

Die Familie der CYP3A-Enzyme spielt eine wichtige Rolle bei der metabolischen
Eliminierung von Medikamenten und hat zudem die groRte Bedeutung bei der
Hydroxylierung von DHEA(S) (Lamba et al. 2002; Miller et al. 2004). Die Hydroxylierung von
DHEAS am Kohlenstoffatom C16 und die daraus resultierende 16a-OH-DHEAS-Bildung ist
eine wichtige Voraussetzung fir die plazentare Bildung von Estriol (Kapitel 1.2.6; Ryan
1959a; Siiteri und MacDonald 1963; Siiteri und MacDonald 1966). Die fetale Leber stellt
hierbei die Hauptquelle fir 16a-OH-DHEAS dar, dessen Bildung durch das Enzym CYP3A7
katalysiert wird (Milewich et al. 1986; Kitada et al. 1987). Dieses Enzym kommt vor allem
beim Fetus vor, wurde aber auch in geringer Auspragung in adulten Lebern identifiziert
(Schuetz et al. 1993; Burk et al. 2002; Stevens et al. 2003). Das am starksten exprimierte
Enzym der CYP3A-Familie in der adulten Leber ist CYP3A4, das zwar ebenfalls
Hydroxylierungen am C16 von DHEA durchfiihren kann, allerdings Uberwiegend am C7
arbeitet (Stevens et al. 2003; Miller et al. 2004). Da bei Erkrankungen mit Beeintrachtigungen
des Fetus, wie der hydatiformen Mole, der Anenzephalie oder dem Down-Syndrom, die
Estriolkonzentration im maternalen Blut und Urin stark vermindert sind (MacDonald und
Siiteri 1964, 1965; Frandsen und Stakemann 1964; Tulchinsky et al. 1977; Newby et al.
2000), kann davon ausgegangen werden, dass die adulte Leber keinen wesentlichen Beitrag
zur 16a-OH-DHEAS-Synthese liefert und die plazentare Estriolsynthese (berwiegend von
fetalen Vorstufen abhangt, wie bereits durch Siiteri und MacDonald (1966) dargestellt. Die
Plazenta gilt als 16a-Hydroxylase-freies Gewebe und kann daher nicht selbst das in hohen
Konzentrationen vorkommende DHEAS hydroxylieren (Milewich et al. 1986). In Plazenten
aus dem ersten und dritten Trimester konnten zwar teilweise CYP3A4-7-mRNA und -Protein
nachgewiesen werden, der Nachweis einer Enzymaktivitat gelang bisher allerdings nicht
(Schuetz et al. 1993; Hakkola et al. 1996a; Hakkola et al. 1996b).

In dieser Arbeit wurde mittels gRT-PCR eine geringe Expression von CYP3A4 und CYP3A7
in JEG-3-Zellen detektiert. Im Gegensatz zu den genannten Untersuchungen in der Plazenta
haben die Enzyme in JEG-3-Zellen auch tatsachlich ihre 16a-Hydroxylaseaktivitat entfaltet,
denn nach Inkubation der Zellen mit DHEAS oder DHEA wurde in den
Metabolismusmessungen 16a-OH-DHEAS bzw. 16aOH-DHEA im Medium detektiert (Kapitel
4.5). Eine Estriolbildung erfolgte daraus dennoch nicht; méglicherweise waren die Enzyme
mit den in hoéheren Konzentrationen vorkommenden, nicht-16a-hydroxylierten Substraten
DHEAS und DHEA gesattigt. Zbella et al. (1986) zeigten hierzu, dass DHEAS und 16a-OH-
DHEAS bei gleichzeitiger Inkubation von JEG-3-Zellen gegenseitig ihre Umwandlung in
Estradiol bzw. Estriol hemmen. Verschiedene Studien offenbarten zudem, dass die Enzyme
Sulfatase und Aromatase die nicht-16a-hydroxylierten Substrate bevorzugen. So ergaben

Untersuchungen an Plazentahomogenaten und Plazentamikrosomen, dass DHEAS und
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16a-OH-DHEAS kompetitiv ihre Hydrolyse durch die Sulfatase hemmen und die Sulfatase
eine ca. 7-fach hohere Affinitdt zu DHEAS als zu 16a-OH-DHEAS hat. (Dibbelt und Kuss
1983). Ebenfalls hemmen die Zwischenprodukte Androstendion und 16a-OH-Androstendion
gegenseitig ihre Aromatisierung mit einer 5-12-fach hoéheren Affinitiat der Aromatase zu
Androstendion als zu 16a-OH-Androstendion (Othman und Oakey 1996). Diese
unterschiedlichen Affinitaten erklaren, warum in den in dieser Arbeit durchgefihrten
Metabolismusmessungen von JEG-3-Zellen trotz 16a-Hydroxylierung von DHEAS und DHEA
kein Estriol gebildet wurde. Bevorzugt wurden die im Uberschuss vorkommenden nicht-16a-
hydroxylierten Substrate DHEAS und DHEA metabolisiert, was in einer Synthese von Estron
und Estradiol miindete.

5.7 CYP17in JEG-3-Zellen und der humanen Plazenta
5.7.1 Bisheriges Verstandnis zur CYP17-Expression der Plazenta

Zusatzlich zur Synthese von Ostrogenen aus DHEAS ist auch eine de novo-Synthese aus
Cholesterol mdaglich, die in hormonproduzierenden Organen wie der Nebenniere und den
Ovarien stattfindet (Linnemann und Kihl 2005). Cholesterol wird tUber das Cholesterol-side-
chain-cleavage-Enzym P450scc in Pregnenolon umgewandelt. Dieses kann tber zwei Wege
zur Ostrogensynthese beitragen (Abb. 5.5). Der A5-Weg sieht eine Umwandlung von
Pregnenolon in 17a-OH-Pregnenolon vor, das in DHEA umgewandelt wird. Beim A4-Weg
wird Pregnenolon zunéachst in Progesteron, dann in 17a-OH-Progesteron und anschlieRend
in Androstendion umgewandelt. Von DHEA und Androstendion ausgehend erfolgt die
Ostrogensynthese wie bereits beschrieben (Kapitel 1.2.2). Die enzymatische Umwandlung
von Pregnenolon in DHEA oder Androstendion benétigt das Enzym CYP17. Dieses ist ein
bifunktionales Enzym mit einer 17a-Hydroxylase- und einer 17,20-Lyase-Aktivitat (Kuss
1994).

Es wurde lange Zeit angenommen, dass die Plazenta kein CYP17 exprimiert und daher
keine Ostrogene de novo aus Cholesterol synthetisieren kann (Siiteri und MacDonald 1966;
Voutilainen und Miller 1986). Daher sei sie auf die Versorgung mit Vorstufen aus dem fetalen
und maternalen Korper angewiesen, die bereits die betreffenden enzymatischen
Umwandlungen durch CYP17 durchlaufen haben. DHEAS, das in sehr hohen
Konzentrationen vorkommt, eignete sich als idealer Vorlaufer fur die plazentare
Ostrogensynthese (Siiteri und MacDonald 1963, 1966).
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5.7.2 Neue Erkenntnisse zur CYP17-Expression

2002 Dberichteten Loganath et al. von der DHEA-Synthese aus Cholesterol in
Plazentahomogenaten aus dem ersten Trimester. 2003 folgten Pezzi et al. mit dem
Nachweis von CYP17-mRNA in der Plazenta tUber gRT-PCR. Die Expression war etwa 100-
fach niedriger als in der Nebenniere und dem Hoden, aber vergleichbar mit der Expression in
den Ovarien. Berilcksichtigt man die hohe Masse der Plazenta, ergibt sich ein grof3es
Potential fur die Umwandlung von Cholesterol in Ostrogene. Der Nachweis von mRNA in der
Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 ist in der Literatur recht widersprichlich beschrieben worden.
Samson et al. (2009) konnten keine CYP17-Expression nachweisen, wahrend Steckelbroeck
et al. (2004) und Escobar et al. (2011) der Nachweis gelang. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine sehr geringe Expression von CYP17 in JEG-3-Zellen mittels gRT-PCR gezeigt (Kapitel
4.3.1).

Vor allem Escobar et al. (2011) vermittelten neue Einsichten in die CYP17-Expression der
Plazenta. Sie wiesen diese in primaren Plazentazellen und JEG-3-Zellen nach und fihrten
daher eine nahere Untersuchung des CYP17-Status der Plazenta durch, wo zuséatzlich zur
Untersuchung der mRNA-Expression das Protein in beiden Zelltypen durch Western Blot
nachgewiesen wurde. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen von Plazenten
verschiedener Schwangerschaftswochen wurde das Protein im Zytoplasma von
Synzytiotrophoblasten lokalisiert. Dass dieses Protein auch enzymatisch aktiv ist, zeigten
Metabolismusmessungen an primaren Plazentazellen und JEG-3-Zellen. Hierbei war allein
das im FKS enthaltene Cholesterol ausreichend, um eine Estradiolsynthese zu erzielen. Die
Zugabe von 22a-OH-Cholesterol, einer Pregnenolonvorstufe, konnte die Bildung von CYP17-
Produkten in beiden Zelllinien verstarken. Dies ermoglichte die Schlussfolgerung, dass die
Plazenta und JEG-3-Zellen in der Lage sind, Androgene und Ostrogene de novo zu
synthetisieren. Wie bereits erwéhnt, kann Cholesterol mit Beteiligung des Enzyms CYP17
Uber den A4- oder A5-Weg in Steroidhormone umgewandelt werden (Abb. 5.5). Beim
Menschen lauft die Umwandlung von 17a-OH-Progesteron zu Androstendion jedoch nur
langsam ab, so dass der A5-Weg bevorzugt wird (Lin et al. 1991; Auchus et al. 1998; Fluck
et al. 2003). Escobar et al. (2011) malRen eine hohe Synthese von 17a-OH-Progesteron in
priméren Plazentazellen und JEG-3-Zellen, allerdings keine Bildung von DHEA. Dies flhrte
zu der Schlussfolgerung, dass in der Plazenta, im Gegensatz zu anderen Geweben, der A4-
Weg bevorzugt wird. Jedoch kann die hohe Menge an 17a-OH-Progesteron auch aufgrund
der geringen CYP17-vermittelten Umwandlung dieses Substrates zu Androstendion
entstehen, so dass es zu einer Akkumulation dieses Substrates kommt. Die hohe 17a-OH-
Progesteronkonzentration in Plazentazellen kann daher auch gerade wegen des

bevorzugten A5-Weges zustande kommen.
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Untersuchungen mit dem Proteinase K-Aktivator Forskolin identifizierten den Proteinkinase

A-Signalweg als Regulator der CYP17-Expression (Escobar und Carr 2011).

Cholesterol

P450scc

} 3B-HSD
Pregnenolon > Progesteron

A5-Weg CYP17 (17a-Hydroxylase) A4-Weg

17a-OH- 17a-OH-
Pregnenolon 3B-HSD Progesteron

CYP17 (17,20-Lyase)

DHEA > Androstendion
3B-HSD

Abb. 5.5: Steroidhormonsynthese aus Cholesterol durch CYP17

Cholesterol kann auf dem A5-Weg uber Pregnenolon und 17a-OH-Pregnenolon in DHEA
umgewandelt werden. Alternativ sieht der A4-Weg eine Umwandlung von Pregnenolon in
Progesteron vor, das uber 17a-OH-Progesteron in Androstendion umgewandelt wird.
Vermittelt werden die Reaktionen von dem Enzym CYP17, das sowohl eine 17a-
Hydroxylase- als auch 17,20-Lyase-Aktivitat besitzt. Vom DHEA und Androstendion
ausgehend findet die weitere Umwandlung in Ostrogene wie in Abb. 1.4 beschrieben statt.

5.7.3 Rolle von CYP17 in der Plazenta

Bei kritischer Betrachtung der Ergebnisse von Escobar et al. (2011) und Vergleich mit den
Messungen an JEG-3-Zellen von Bahn et al. (1981) fallt Folgendes auf: Die von priméaren
Plazentazellen und JEG-3-Zellen gebildeten Estradiolmengen aus FKS-haltigem Medium
waren bei Escobar et al. nur sehr gering und lagen im Bereich von 140 pg/mg Protein. Bahn
et al. zeigten ebenfalls eine Estradiolsynthese von JEG-3-Zellen aus FKS-haltigem Medium,
die im Vergleich zur Inkubation in serumfreiem Medium fast 30-fach erhéht war. Dies deutet
also tatsachlich auf eine geringe Estradiolsynthese nach FKS-Inkubation hin. Allerdings lasst
es nicht den Schluss zu, dass dies alleinig durch das im Medium enthaltene Cholesterol
zustande kommt, da im FKS sowohl Ostrogenvorstufen als auch Ostrogene enthalten sind
(Milo et al. 1976; Bahn et al. 1981). Bahn et al. zeigten zudem, dass eine Inkubation von
JEG-3-Zellen mit DHEA oder DHEAS (<20 nM) eine wesentlich héhere Estradiolsynthese

bewirkt, die 100-fach bzw. 40-fach gegeniiber der Kontrolle mit serumfreiem Medium erhéht
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war. Eine Inkubation mit Progesteron, 17-OH-Progesteron und 17-OH-Pregnenolon
stimulierte hingegen nicht die Synthese von Estradiol. Diese Stoffe hatten zunachst durch
CYP17 umgewandelt werden missen.

Trotzdem wurde in beiden Studien eine geringe Synthese des CYP17-Metaboliten 17a-OH-
Progesteron in Plazenta- und JEG-3-Zellen nachgewiesen. Dass die Plazenta 17a-OH-
Progesteron bildet, zeigt zudem die Tatsache, dass die 17a-OH-Progesteron-Konzentration
in der Nabelvene hoher als in der Nabelarterie ist, was fur einen plazentaren Ursprung
spricht (Mathur et al. 1980; Escobar et al. 2011). Der Vergleich beider Studien lasst den
Schluss zu, dass eine CYP17-Aktivitat in Plazenta- und JEG-3-Zellen zwar vorhanden ist,
jedoch nur sehr gering zur Ostrogensynthese beitragt, verglichen mit der Nutzung von C19-
Steroiden.

Escobar et al. fihren zudem das Beispiel des Sulfatasemangels an, das auf eine de novo-
Ostrogen-Synthese der Plazenta hindeutet. Wie bereits erwéhnt, sind hierbei die
Ostrogenkonzentrationen aufgrund der mangelnden Zunutzemachung sulfatierter Steroide
deutlich vermindert. Dies betrifft vor allem Estriol, da die Hauptvorstufe, das fetale 16a-OH-
DHEAS, nicht mehr umgewandelt werden kann. Die Estradiolkonzentration liegt aber immer
noch bei etwa 15 % der normalen Konzentration und damit noch deutlich oberhalb der
Konzentration bei Nichtschwangeren (France et al. 1973; Gips et al. 1980). Escobar et al
(2011) sehen es als unwahrscheinlich an, dass diese Konzentrationen allein aus
unsulfatierten Vorstufen gewonnen werden konnen. Ein Beitrag der Plazenta zur
Ostrogensynthese aus Cholesterol ist daher zu erwagen.

Das klassische Verstandnis, dass die Plazenta fetale und maternale C19-Steroide zur
Ostrogensynthese heranzieht, wurde in der Vergangenheit mehrfach bewiesen (Ryan 1959b;
Siiteri und MacDonald 1963; Bahn et al. 1981) und ist trotz der Studie von Escobar et al. der
Hauptweg fir die plazentare Ostrogensynthese. Dennoch ist der Bezug von C19-Steroiden
nicht, wie bisher angenommen, der alleinige Weg fiir die plazentare Ostrogensynthese des
Menschen.

Ahnlich wie beim Menschen ist auch die Plazenta des Pferdes auf die Versorgung mit C19-
Steroiden angewiesen, da keine CYP17-Expression bekannt ist (Arai et al. 2006). Eine
Nutzung von sulfatierten Vorstufen, wie DHEAS, fiir die Bildung von Ostrogenen unter
Nutzung des Sulfataseweges ist nicht beschrieben, kdnnte allerdings wie beim Menschen
eine Rolle spielen. In diesem Fall waren ebenso Steroidsulfattransporter in der equinen

Plazenta notig.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die humane Plazenta bildet hohe Mengen an Ostrogenen und bezieht hierzu Vorstufen aus
dem fetalen und maternalen Blut. Ort der plazentaren Ostrogensynthese ist der
Synzytiotrophoblast, ein Synzytium, das die Chorionzotten bedeckt und den Stoffaustausch
zwischen Fetus und Mutter bestimmt. Wichtige Ostrogenvorlaufer sind die sulfatierten
Steroide Dehydroepiandrosteron-3-sulfat (DHEAS) und 16a-OH-DHEAS, die fir den
Zelleintritt aufgrund ihrer Sulfatgruppe auf die Aufnahme durch Transporter angewiesen sind.
Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Steroidsulfattransporter SOAT (SLC10A6), OAT4
(SLC22A11) und OATP2B1 (SLCO2B1) fur die plazentare Ostrogensynthese zu
untersuchen.

SOAT wurde im Synzytiotrophoblasten mit einer verstarkten Lokalisation an der apikalen
Membran nachgewiesen, die im direkten Kontakt zum maternalen Blut steht. Er kann somit
sulfatierte Steroide, wie DHEAS, aus dem mutterlichen Blut aufnehmen, die anschlieRend im
Synzytiotrophoblasten zu Ostrogenen metabolisiert werden. AuRerdem wurde SOAT im
Kapillarendothel der Chorionzotten detektiert und kénnte hier die Aufnahme von DHEAS und
16a0-OH-DHEAS aus dem fetalen Blut vermitteln. Beide werden in einem néchsten Schritt
von den bereits in der basalen Membran des Synzytiotrophoblasten bekannten Transportern
OAT4 und OATP2B1 aufgenommen und im Synzytiotrophoblasten zu Ostrogenen
metabolisiert.

16a0-OH-DHEAS wird fast ausschlie3lich vom Fetus gebildet und in der Plazenta in Estriol
umgewandelt. In dieser Arbeit wurde 16a-OH-DHEAS als Substrat der Transporter SOAT
und OAT4 identifiziert, die wie oben beschrieben den Weg dieses Steroids aus dem fetalen
Blut ins Kapillarendothel der Zotten und in den Synzytiotrophoblasten ebnen kénnten.

Die Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 wurde als Modell fir die endokrinologischen
Eigenschaften der Plazenta herangezogen und sollte Aufschluss lber die Rolle der
genannten Transporter fiir die plazentare Ostrogensynthese geben. Hierzu wurden JEG-3-
Zellen stabil mit den Transportern SOAT und OATP2BL1 transfiziert. Die stabile Transfektion
mit OAT4 war nicht erfolgreich. Es zeigte sich, dass die Estradiolsynthese in JEG-3-Zellen
aufgrund des geschwindigkeitsbegrenzenden Enzyms Aromatase limitiert ist. Die einzelnen
Transporter in den stabil transfizierten Zelllinien fuhrten teilweise zwar zu einer erhghten
Aufnahme von DHEAS und E;S, diese resultierte allerdings nicht in einer erhéhten
Estradiolsynthese. Unerwarteterweise zeigten die stabil transfizierten SOAT-JEG-3-Zellen
sogar eine verminderte Estradiolsynthese im Vergleich zu den Kontrollzellen, was auf
Beeintrachtigungen von Enzymsystemen in den stabilen Zelllinien hindeutet. Dieses Modell
war daher nur bedingt geeignet, um den Einfluss verschiedener Steroidsulfattransporter auf

die plazentare Ostrogensynthese zu untersuchen. Die Versuche offenbarten allerdings eine
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16a-Hydroxylasefahigkeit von JEG-3-Zellen gegenlber den Substraten DHEA und DHEAS,
die zur Bildung von 16a-OH-DHEA und 16a-OH-DHEAS fiihrte. Die Expression der
entsprechenden Enzyme CYP3A4 und CYP3A7 in JEG-3-Zellen wurde in einer qRT-PCR
gezeigt. Ob dieses Ergebnis auf die Plazenta tbertragen werden kann, ist jedoch fraglich;
eine 16a-Hydroxylasefahigkeit konnte dort bisher noch nicht nachgewiesen werden.

7 SUMMARY

The human placenta produces high amounts of estrogens and obtains precursors from fetal
and maternal blood. Placental estrogen synthesis is located in the syncytiotrophoblast, a
syncytium that covers the placental villi and determines the exchange of substances between
fetus and mother. Important precursors are dehydroepiandrosterone-3-sulfate (DHEAS) and
16a-OH-DHEAS that depend on carrier-mediated uptake into cells due to their sulfate group.
Aim of this project was to examine the role of the steroid sulfate carriers SOAT (SLC10A®6),
OAT4 (SLC22A11) and OATP2B1 (SLCO2B1) for placental estrogen synthesis.

SOAT was detected in the syncytiotrophoblast with an increased localization at the apical
membrane that is in direct contact to maternal blood. Therefore, SOAT can mediate uptake
of steroid sulfates, like DHEAS, from maternal blood that are subsequently metabolized to
estrogens by the syncytiotrophoblast. Furthermore, SOAT was localized in the vascular
endothelium of placental villi suggesting uptake of DHEAS and 16a-OH-DHEAS from fetal
blood. Both are consecutively taken up at the basal membrane of syncytiotrophoblasts by
OAT4 and OATP2B1, which have already been localized at this side of the
syncytiotrophoblast.

16a-OH-DHEAS is almost exclusively synthesized by the fetus and metabolized to estriol by
the placenta. In this study 16a-OH-DHEAS was identified as substrate of the carriers SOAT
and OAT4. Both carriers pave the way from fetal blood to vessel endothelium and
syncytiotrophoblast as described above.

The choriocarcinoma cell line JEG-3 was used as a model for endocrinological traits of the
placenta and was supposed to elucidate the role of the different carriers for placental
estrogen synthesis. For this purpose, JEG-3 cells were stably transfected with the carriers
SOAT and OATP2B1. The stable transfection with OAT4 was not successful. It was shown
that estradiol synthesis by JEG-3 cells was limited due to the rate-limiting enzyme
aromatase. Though transporters mediated in parts increased uptake of DHEAS and E;S,
estrogen synthesis was not increased. Unexpectedly, SOAT-JEG-3 cells even exhibited
decreased estradiol synthesis compared to control cells, which suggests impaired enzyme
systems in the stably transfected cell lines. Therefore, this model was only of limited
suitability for examining the impact of each carrier on placental estrogen synthesis.

Nevertheless, experiments revealed JEG-3 cells to hydroxylate DHEA and DHEAS to

144



SUMMARY

16a-OH-DHEA and 16a-OH-DHEAS, respectively. Expression of the required enzymes
CYP3A4 and CYP3AY in JEG-3 cells was verified by gRT-PCR. However, if this result can
be transferred to the placenta is questionable as the ability to hydroxylate carbon 16 of

steroids has not yet been proven for the placenta.
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