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1 Zusammenfassung

Einleitung

In den letzten Jahren wurden enorme Fortschritte in der Grundlagenforschung der
Praeklampsie erzielt. So existiert mit dem sFIt-1/PIGF-Quotienten mittlerweile ein
verlasslicher  Diagnostik-Marker besonders in der zweiten Halfte der
Schwangerschaft. Dennoch bleibt die genaue Pathogenese der Erkrankung
ungeklart. Um mogliche Screening-Marker in der Friherkennung der Praeklampsie
entwickeln und damit eine frihzeitige Therapie einleiten zu kénnen, bedarf es des
Verstandnisses der molekularen Entstehungsmechanismen der Erkrankung.

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss von Serum von Praeklampsie-
Patientinnen, der Einfachheit im Folgenden als ,Praeklampsieserum® bezeichnet, auf
die Phosphorylierung von STAT3 und ERK1/2 in trophoblastaren Zellen untersucht
werden, um einen kleinen Baustein in der weiteren Erforschung der molekularen
Mechanismen der Praeklampsie beizutragen. Trophoblastare Zellen umfassen alle
Zellarten, welche ein ahnliches Zellwachstum wie die embryonalen Trophoblastzellen
aufweisen — so z. B. JEG3-Zellen.

Anstol fUr die Arbeit war eine Studie von Mahameed et al., in welcher gezeigt wurde,
dass das Zellwachstum in trophoblastaren Zellen um 6 % sank, wenn man diese mit

Serum von Praeklampsie-Patientinnen versetzte (Mahameed et al. 2005).

Methodik

Sowohl der JAK-STAT- als auch der MAPK-Kinase-Weg wird von Zytokinen genutzt,
welche die Trophoblastentwicklung steuern (Mudgett et al. 2000).

Die Ergebnisse von Mahameed aufgreifend, untersuchten wir, wie sich die
Phosphorylierung von STAT3 (p-STAT3) und ERK 1/2 (p-ERK1/2) durch die
Inkubation mit humanem Serum veranderte. Hierbei wurde der Fokus auf den
Vergleich des Einflusses bei Verwendung von Serum von Nicht-Schwangeren,
gesunden Schwangeren und Praeklampsie-Patientinnen gelegt.

Zur Analyse verwendeten wir JEG3-Zellen und ermittelten die Proteinexpression
mittels Western Blot. JEG3-Zellen sind Chorionkarzinom-Zellen, welche ahnliche
Wachstumseigenschaften wie humane Trophoblastzellen besitzen und so als Modell

zur Erforschung fetaler und uteriner Zellinteraktionen der Plazenta dienen.



Weiterhin wurde mittels Proliferations- und Apoptoseassay der Einfluss von
humanem Serum auf das Wachstumsverhalten von JEG3-Zellen allgemein

untersucht.

Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von STAT3 von der
Stimulation mit dem Wachstumsfaktor LIF abhangt. Eine Phosphorylierung von
ERK1/2 findet im Gegensatz dazu sowohl bei Stimulierung der Zellkulturen mit LIF
als auch ohne Stimulierung statt.

Bei Inkubation der JEG3-Zellen mit Praeklampsie-Serum zeigte sich eine hohere LIF-
vermittelte Phosphorylierungsintensitat von STAT3 und auch ERK1/2 gegenuber der
Inkubation mit Normal-Schwangeren- oder Gesund-Schwangeren-Serum. Die
Phosphorylierungsintensitat beider Proteine bei Inkubation mit Gesund-
Schwangeren-Serum war niedriger als bei Inkubation mit Nicht-Schwangeren- oder
Praeklampsie-Serum. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Es liel sich kein Unterschied im Proliferations- und Apoptoseverhalten der JEG3-
Zellen darstellen, wenn diese mit steigender Serumkonzentration unterschiedlicher
Probandinnen versetzt wurden, unabhangig davon, ob es sich um Serum gesunder

oder an Praeklampsie-erkrankter Schwangerer handelte.

Schlussfolgerung

Entgegen unserer Hypothese, dass bei Versetzen der Trophoblastzellen mit
Praeklampsieserum die Phosphorylierung von STAT3 und ERK1/2 als Mal fur die
Trophoblasteninvasion reduziert werden wiarde, zeigte sich eine erhohte
Proteinexpression gegenuber der Inkubation mit Normal-Schwangerem-Serum. Wir
konnen jedoch sagen, dass STAT3 und ERK1/2 in JEG3-Zellen durch
Praeklampsieserum beeinflusst werden und mdgliche zukunftige Diagnostikmarker
der Erkrankung darstellen konnten.

Es ist notwendig, weitere Studien mit veranderten Versuchsbedingungen
durchzufiihren, um die vorliegenden Ergebnisse zu unterstitzen, zum Beispiel durch
Verwendung hoherer Serumkonzentrationen und anderer trophoblastarer Zellen
sowie primarer Plazentazellen. Ebenso sollte der spezifische Einfluss verschiedener
weiterer fur die Plazentation wichtiger Zytokine neben LIF wie z. B. IL-6, IGF2 oder
HGF in den jeweiligen Seren untersucht werden.
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2 Einleitung

2.1 Entwicklung des Embryo, der Eihdute und der Plazenta

In einem meist regelmafligen 28-Tage-Zyklus reift eine befruchtungsfahige Eizelle in
den Ovarien heran. Der Zyklus unterliegt der hormonellen Steuerung durch
Gonadotropine, FSH und LH. In der Zyklusmitte kommt es zur Ovulation einer
Oozyte, welche in den Eileiter gelangt (France 1981).

Die Befruchtung der Eizelle durch ein eindringendes Spermium findet in der Regel im
ampullaren Teil der Tube statt. Eine befruchtete Eizelle wird als Zygote bezeichnet.
30 Stunden nach der Befruchtung erfolgt die erste mitotische Teilung in zwei
Tochterzellen (Blastomeren). Diese durchlaufen weitere Mitosen, dabei werden die
Zellen nach jeder Furchungsteilung kleiner. Wahrscheinlich sind die Zellen bis zum 8-
Zell-Stadium noch omnipotent. Nach der dritten Furchungsteilung verstarken die
Blastomeren ihre Haftung untereinander Uber gap junctions, vermittelt durch
E-Cadherin (Fleming et al. 2001), es grenzt sich eine ,inner cell mass® ab. Am dritten
Tag nach der Befruchtung wird der Keim als Morula bezeichnet und befindet sich in
einem 16-Zell-Stadium. Es erfolgt der Eintritt in das Uteruslumen (Sadler 1998)
(Abb. 1).
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Abb. 1: Tubenwanderung einer befruchteten Eizelle in der ersten Woche (Sadler 1998)

Innerhalb der Morula entsteht durch Wassereinlagerung ein flissigkeitsgefullter
Hohlraum — die Blastozystenhdhle. Aus der Morula entwickelt sich die Blastozyste,

bestehend aus zwei Zelltypen: Aus der inneren Zellmasse entsteht der Embryo



(Embryoblast), aus den auferen, epithelialen Zellen gehen die Eihaute und die
Plazenta (Trophoblast) hervor (Watson 1992).

Die Uterusschleimhaut besteht jetzt aus drei Schichten: der Zona compacta, der
Zona spongiosa und der Zona basalis.

Nach Auflésung der die Blastozyste umgebenden Zona pellucida legt sich diese an
die Endometriumwand an. Der Embryoblast kommt auf einer Seite zu liegen, der
Trophoblast flacht ab und bildet die Wand der Blastozyste. Am funften bis sechsten
Tag nach der Ovulation nistet sich die Blastozyste mit ihrem embryonalen Pol in das
Interstitium der Zona compacta der Uterusschleimhaut direkt unter dem Epithel ein.
Der Trophoblast differenziert sich in zwei Schichten: den inneren Zytotrophoblasten,
welcher aus einkernigen Zellen besteht und die Trophoblast-Stammzellpopulation
bildet, und den aulieren Synzytiotrophoblasten, bestehend aus vielkernigen
Zellverbanden ohne klare Zellgrenzen. Diese Differenzierung findet bereits vor dem
Eindringen in die Dezidua statt und wird wahrscheinlich durch die Adhasion getriggert
(Armant 2005).

Die Blastozyste sezerniert Human chorionic gonadotropin (HCG) und stimuliert damit
das Corpus luteum im Ovar. Das Corpus luteum entwickelt sich zum Corpus luteum
graviditatis und produziert Progesteron. Progesteron wirkt immunosupressiv an der
fetomaternalen Kontaktflache, schutzt dadurch den Fetus vor unerwinschten
immunologischen Angriffen und unterstitzt so die Schwangerschaftsentwicklung
(Szekeres-Bartho et al. 2005).

Am achten Entwicklungstag bildet sich aus dem Embryoblasten eine zweiblattrige
Keimscheibe, bestehend aus dem Ektoderm und dem Entoderm.

Am neunten Entwicklungstag hat sich der Trophoblast besonders am embryonalen
Pol verandert: die Vakuolen im Synzytiotrophoblasten flieRen zusammen und bilden
ein lakunares System. Um die Implantationsstelle finden sich mutterliche Kapillaren,
welche gestaut werden und Sinusiode formieren.

Die Zytotrophoblastzellen differenzieren in zwei unterschiedliche, jeweils hoch
spezialisierte Chorionzotten: in frei bewegliche (floating villi) und in verankernde
Zotten (anchoring villi). Die beweglichen Zotten vereinigen sich zum
Synzytiotrophoblasten, welcher eine Barriere zwischen maternalen und fetalen Zellen
bildet und einen Gas- und Nahrstoffaustausch zwischen Mutter und Kind ermdglicht
(Huppertz und Gauster 2011). Der Synzytiotrophoblast unterliegt einem standigen

Zell-Turnover.



In den Verankerungszotten wandern die Synzytiotrophoblastzellen tief in das
Endometrium ein und zerstéren das Endothel der Sinusiode. Durch den Eintritt von
mutterlichem Blut in die Lakunen entsteht nun der uteroplazentare Kreislauf. Die zu
Beginn der Entwicklung bestehende histiotrophe Erndahrung (durch den Zerfall von
Deziduazellen) wandelt sich so in eine hamatotrophe.

Ab dem 13. Entwicklungstag entstehen Primarzotten durch das Einwachsen des
Zytotrophoblasten in Synzytiumtrabekel. Durch einwachsendes Mesenchym wandeln
sich diese in Sekundarzotten um. Am Ende der dritten Woche differenzieren sich
Mesodermzellen im Zottenkern zu Blutzellen und Kapillaren. Die Tertiarzotten
entstehen und damit beginnt die embryonale Blutzirkulation (Kingdom und Kaufmann
1999) (Abb. 2).
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Abb. 2: Die Entwicklung von Primar- zu Tertidrzotten (Sadler 1998)

Um den 13. Tag p.c. entsteht das Mesoderm zwischen Ekto- und Entoderm als
drittes Keimblatt.
Die vierte bis achte Entwicklungswoche wird als Embryonalperiode bezeichnet, in

dieser Zeit findet die Organogenese aus den drei Keimblattern statt.



Die Wachstumsphase vom dritten Monat bis zur Geburt bezeichnet man als
Fetalperiode, in der es zum GroRenwachstum und zur Ausreifung der Organsysteme
kommt (Sadler 1998).

2.1.1 Trophoblastpopulationen

Es existieren nach Lokalisation unterschieden zwei Arten von Trophoblastzellen: der
villése und der extravilldse Trophoblast.

Der villdse Trophoblast umfasst die Synzytiotrophoblastzellen, welche aus dem
villdsen Zytotrophoblasten entstehen und die Grenzflache zwischen fetaler Plazenta
und maternalem Blut darstellen.

Der extravilldse Trophoblast stellt eine heterogene Zellpopulation dar. Zu diesem
zahlt man den Zytotrophoblast der Zellkolumnen und des Trophoblastschilds,
welcher grole Mengen extrazellularer Matrix sezerniert; den interstitiellen
Trophoblasten, welcher in das endometriale Stroma einwandert; den endovaskularen
Trophoblasten, der in das Lumen der Spiralarterien und Endothel der Gefalie
migriert; den Trophoblasten des Chorion laeve, der mit Zellen der Decidua parietalis
interagiert sowie den deportierten Trophoblasten, welcher
Synzytiotrophoblastbestandteile umfasst, die in das mdutterliche Blut gelangen
(Dudenhausen 2003).

2.1.2 Trophoblasten d@hneln Tumorzellen

Normalerweise konnen Zellen einer Gewebeart nicht in das Epithel eines anderen
Gewebes eindringen. Trophoblastzellen bilden eine Ausnahme, indem sie als
genetisch fremdes Material in die maternale Dezidua einwachsen (Hohn und Denker
2002). Die Implantation kann nur geschehen, wenn der Trophoblast den Zustand der
Invasivitat und das Endometrium den der Rezeptivitdt erlangen. Bei der Interaktion
kommt es zur Destabilisierung der apikalen Polaritat, welche eine Einnistung
ermdglicht (Denker 1993).

Das Trophoblastenwachstum ahnelt dem invasiven Wachstum von Tumorzellen. Der
Unterschied besteht jedoch darin, dass Trophoblastzellen zeitlich und ortlich
kontrolliert hauptsachlich im ersten Trimenon und in die Dezidua wachsen (Kliman
1993, Murray und Lessey 1999, Bischof und Campana 2000). Weiterhin bleiben
Trophoblast-Zellen gut differenziert, maligne Zellen entdifferenzieren jedoch haufig
(Fitzgerald et al. 2005a).



Ahnlich wie Tumorzellen sezernieren Trophoblastzellen Proteasen (z. B. Matrix-
Metalloproteinasen), die in den Extrazellularraum gelangen und das umliegende

Gewebe beeinflussen (Fitzgerald et al. 2008).

2.1.3 Regulierung der Trophoblastinvasion

Zytokine sind Mediatoren, welche Wachstum und Entwicklung von Zellen steuern.
Sie werden von Immunzellen produziert und reguliert und interagieren mittels
spezieller Rezeptoren. Man unterscheidet funf Hauptgruppen: Interferone,
Interleukine, koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine.
Viele Zytokine haben ahnliche Funktionen und nutzen gleiche Rezeptoren, aber
unterschiedliche Zellsignalwege (Salamonsen et al. 2007).

Verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflussen die Prozesse der
Trophoblastenmigration (z. B. EGF, IGF-2, HGF), der Proliferation (z. B. Leptin, HGF,
GM-CSF) und der Invasion (z. B. LIF) (Fitzgerald et al. 2005a).

Wichtig fur die Trophoblastenmigration sind die Integrine, welche die Anlagerung
fetaler Zellen an die extrazellulare Matrix (EZM) steuern (Kuhn und Eble 1994).
Integrine sind eine Familie heterodimerer Transmembran-Glykoproteine. Sie binden
extrazellular an die EZM und intrazellular an Adapterproteine, die sie mit dem
Zytoskelett und Signalproteinen verbinden (Giancotti und Ruoslahti 1999).

Die EZM besteht hauptsachlich aus Kollagen, Fibronektin und Laminin.
Trophoblastzellen konnen Fibronektin synthetisieren und somit ihr Wachstum selbst
regulieren (Burrows et al. 1993).

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) modulieren als Zink-abhangige Kollagenasen den
Aufbau der Extrazellularen Matrix. Sie kdnnen Basalmembranen und interstitielle
Matrix enzymatisch abbauen (Staun-Ram und Shalev 2005) und werden in der
Dezidua vom Trophoblasten sezerniert. Bisher wurden 21 MMP identifiziert (Nagase
und Woessner 1999). Sie lassen sich in vier Gruppen unterteilen: Gelatinasen (MMP-
2 und MMP-9), Kollagenasen (MMP-1, -8 und — 13), Stromelysine (MMP-3, -7, -10, -
11 und -12) sowie MMPs mit Transmembrandomane (MMP-14, -15, -16 und -17).
Besonders wichtig im Implantationsprozess sind die MMP-2 und -9, welche Kollagen
Typ IV abbauen. Kontrolliert werden diese durch TIMPs (tissue inhibitors of MMPs),
welche einerseits von Trophoblastzellen, andererseits von Deziduazellen abgegeben
werden. Dadurch erfolgt sowohl eine maternale als auch eine fetale Kontrolle der
Degradation der EZM. So werden zum Beispiel Serin-Proteinase-Urokinase (uPA)
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und PAI-1 durch den extravilldsen Zytotrophoblasten sezerniert (Andreasen et al.
1997). Plazentazellen produzieren uPA und verschiedene MMPs: Gelatinase A und
B (Bischof et al. 1995), Kollagenase (Librach et al. 1991), Stromelysin (Maquoi et al.
1997) und MT-MMP (Bjorn et al. 1997). Um diese Proteinasen zu kontrollieren,
produzieren Trophoblastzellen Inhibitoren der MMPs: TIMP 1, 2 und 3 und PAI-1 und
-2 (Feinberg et al. 1989).

2.2 Das Immunsystem des Menschen

Das Immunsystem des Menschen umfasst die angeborene, unspezifische und die
erworbene, spezifische Immunabwehr. Es dient der Abwehr korperfremder
Organismen bei gleichzeitiger Toleranz gegenuber kdrpereigenen Strukturen.

Die unspezifische Abwehr stellt die erste, schnelle Immunantwort gegenlber
Antigenen dar. Sie umfasst humorale Mediatoren wie Lysozym, Komplement und
Akute-Phase-Proteine sowie zellulare Mediatoren wie NK-Zellen, Phagozyten und
v/6 -T-Zellen (Koenderman et al. 2014).

Die Induktion der spezifischen Immunantwort bedarf zunachst der genauen
Erkennung von Erregern und damit der Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses. Bei erneutem Erregerkontakt kann so eine spezifische,
beschleunigte Rekrutierung von Abwehrzellen erfolgen. Humorale Mediatoren sind
Antikérper, welche nach erstmaligem Kontakt mit Erregern spezifisch gebildet
werden. Die zellularen Mediatoren umfassen die a/pB-T-Zellen.

Das Immunsystem besteht aus primar (Knochenmark und Thymus) und sekundar
(Milz, Lymphknoten und Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe — MALT)
lymphatischen Organen.

In den primar lymphatischen Organen werden die Zellen des Immunsystems
gebildet. Im Knochenmark entstehen und reifen B-Lymphozyten. T-Lymphozyten
entstehen ebenfalls im Knochenmark, reifen jedoch im Thymus (Rezzani et al. 2008).
In sekundar Iymphatischen Organen werden Antigene gegenuber naiven
Lymphozyten prasentiert und so die Reifung zu Effektorzellen und die Entstehung
einer spezifischen Immunantwort induziert (Nolte 1979).

2.2.1 MHC-Molekiile
MHC-Molekile (major histocompatibility complex) werden als zelleigene Proteine an
der Zelloberflache exprimiert. MHC-Klasse-I-Molekiile finden sich auf fast allen
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kernhaltigen Zellen. Sie sind wichtig fir die T-Zell-vermittelte Immunantwort. MHC-
Klasse-lI-Molekule werden durch immunologisch wichtige Zellen exprimiert und von
CD4+-T-Lymphozyten erkannt (Watts und Powis 1999).

2.2.2 Zellen der angeborenen Abwehr

Makrophagen entstehen aus Monozyten und leben im Gewebe. Sie haben die
Fahigkeit korperfremde Substanzen zu erkennen und zu phagozytieren. Sie kdnnen
diese abtdten oder als antigenprasentierende Zelle tber MHC-II-Molekule auf ihrer
Oberflache darstellen, um so Zellen der adaptiven Immunabwehr zu aktivieren.
Naturliche Killerzellen zahlen zu den Lymphozyten. Sie tragen keine
antigenspezifischen Rezeptoren. Erkrankt eine Zelle, kann ihre zelltypische MHC-I-
Rezeptor-Prasentation verandert werden. Die NK-Zellen erkennen fehlerhafte MHC-I-
Komplexe auf infizierten Zellen (Sepulveda und Puente 2000).

Dendritische Zellen wandern in das Parenchym von Organen ein, sie haben eine
sehr starke phagozytierende Aktivitat. Sie prasentieren Antigene auf ihrer Oberflache
und stimulieren eine spezifische Antwort von T-Lymphozyten (Clark et al. 2000). Sie
kénnen das Gewebe verlassen und Uber die Lymphe in regionale Lymphknoten

gelangen.

2.2.3 Zellen der erworbenen Abwehr

B-Lymphozyten konnen bestimmte Antigene binden und durch Zytokine aktiviert
werden, welche von T-Helferzellen ausgeschuttet werden. Sie kdnnen sich daraufhin
in Gedachtniszellen oder Plasmazellen, die Antikorper freisetzen, umwandeln
(McHeyzer-Williams et al. 2006). Sie bendtigen keine Prasentation von Antigenen
durch andere Immunzellen.

T-Lymphozyten tragen einen T-Zell-Rezeptor, mit dem sie Antigene erkennen
konnen. Sie bedurfen jedoch der Prasentation der Antigene uber MHC-Molekule
(Sette et al. 1991).

Bei den T-Zellen werden T-Helferzellen, regulatorische T-Zellen und zytotoxische T-
Zellen unterschieden. T-Helferzellen tragen das CD4-Protein an ihrer Oberflache und
erkennen Antigene Uber MHC-II-Komplexe. Ihre Aktivierung fuhrt zur Ausschittung
von Zytokinen, TH1-Helferzellen verstarken die Immunantwort, TH2-Zellen

stimulieren die Produktion von Antikorpern.



Regulatorische T-Zellen tragen den CD4+-Rezeptor und andere
Oberflachenmolekule (CD25 etc.). Sie modulieren die Immunreaktion und sind
zustandig fur die Selbsttoleranz des Organismus (Suzuki et al. 2010).

Zytotoxische T-Zellen sind mit einem CD8+-Rezeptor ausgestattet. Sie erkennen
Antigene Uber MHC-I-Komplexe, welche ihnen prasentiert werden. Uber

Ausschuttung zytotoxische Substanzen toten sie Erreger (Andersen et al. 2006).

2.2.4 Humorale Bestandteile der angeborenen Abwehr

Das Komplementsystem besteht aus vielen unterschiedlichen Proteinen. Durch die
Aktivierung eines Komplements wird das nachste aktiviert — dies bezeichnet man als
Komplementkaskade. Die Aktivierung fuhrt zur Erkennung von Antigen-Antikorper-
Komplexen und deren Neutralisierung, zur Opsonierung von Antigenen, zur
Steigerung der Gefallpermeabilitat und Chemotaxis sowie zur

Zellmembranzerstorung (Mayer 1972).

2.2.5 Antikorper — humorale Bestandteile der erworbenen Abwehrreaktion

Antikérper haben verschiedene Aufgaben. Sie binden an Antigene und kénnen diese
dadurch flr Phagozyten markieren (Opsonierung). Weiterhin kann Gber den Antigen-
Antikdrperkomplex das Komplementsystem aktiviert oder durch Bildung eines grof3en

Komplexes der Erreger unschadlich gemacht werden (Dunkelberger und Song 2010).

2.2.6 Der Ablauf der Immunantwort

Dringt ein Erreger in den Organismus ein, erfolgt zunachst die Aktivierung der
angeborenen, unspezifischen Immunabwehr. Antigenprasentierende Zellen wie z. B.
Makrophagen phagozytieren koérperfremde Zellen und kénnen Bestandteile dieser
auf ihrer Oberflache prasentieren. Zellen der spezifischen Immunabwehr erkennen
diese Bestandteile (den Haan et al. 2014). Entweder werden die Antigene nun direkt
phagozytiert oder durch Ausschittung zytotoxischer Substanzen abgetotet. Oder es
beginnt die Produktion spezifischer Antikorper, die an die Erreger binden und diese
so markieren. Nach der ersten Infektion entstehen Gedachtniszellen, die bei

erneutem Erregerkontakt sofort spezifische Antikorper bilden kdnnen (Hof 2005).
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2.2.7 Das Immunsystem der Plazenta und des Embryos

Embryonale Zellen stellen durch ihren semi-allogenen Charakter potenzielle Antigene
fur die maternalen Deziduazellen dar. Dennoch kommt es bei der Implantation des
Embryos nicht zur AbstoRung. Das Immunsystem der Plazenta toleriert die
korperfremden Zellen.

Auf fetalen Zellen kommen keine polymorphen HLA-A und —B sowie keine MHC-
Klasse-lI-Molekule vor. Trophoblastzellen exprimieren stattdessen HLA-Klasse-IB-
Molekule (HLA-G, -E, -F). Diese sind oligomorph, kommen also nur in 10 bis 20
Varianten vor (Heinrichs und Orr 1990). Eine besondere Rolle spielt HLA-G. Es ist
nur auf Trophoblasten, verschiedenen Tumorzellen und einigen Lymphozyten zu
finden. Es kann als |6sliches sHLA-G in der gesamten Plazenta sowie fetalem und
matterlichen Blut nachgewiesen werden. Als membrangebundenes HLA-G wird es
auf extravillésen Zytotrophoblastzellen, im embryonalen Endothelium der
Chorionzotten, im Amnionepithel, im Thymus und auf einigen Karzinomzellen
(Lymphomen, Melanomen) exprimiert (Ellis 1990). Diese MHC-Ausstattung schutzt
die embryonalen Zellen vor einem Angriff des mutterlichen Immunsystems.

Die Immunzellen der Dezidua des 1. Trimenons sind zu 80 % uNK-Zellen (Ritson und
Bulmer 1987), sie kontrollieren die Zytotrophoblastinvasion in das mdutterliche
Gewebe durch ihre zytotoxische Aktivitat und die Ausschattung von Zytokinen.
Weiterhin kommen auch CD4+-T-Helferzellen und CD8+-zytotoxische T-Zellen vor.
Antigenspezifische T- und B-Lymphozyten treten jedoch wahrend der
Schwangerschaft im Uterus in sehr geringer Anzahl auf, stattdessen Uberwiegen
Komponenten der naturlichen Immunitat wie Makrophagen und NK-Zellen (Dietl et al.
1992).

Das TH1/TH2-Verhaltnis verschiebt sich in Richtung der TH2-Zellen (Dealtry et al.
2000). Es werden vermehrt antiinflammatorische Zytokine (wie IL-10) ausgeschuttet.
Die TH1-Zytokine hemmen wahrscheinlich die Plazentaentwicklung, wahrend TH2-
Zytokine (IL-4, IL-10) der Plazentaentwicklung dienen (Rieger et al. 2001).
Progesteron inhibiert inflammatorische Zytokine (z. B. TNF-a), es verstarkt dagegen
die Produktion antiinflammatorischer Zytokine.

Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 verstarkt die HLA-G-Synthese in
Trophoblastzellen und flhrt zu Veranderungen in der Expression von Genen in
maternalen Lymphozyten. Indoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO) vermindert die
Lymphozytenproliferation (Wichers und Maes 2004 ).
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Auch im praimplantierten Embryo werden bereits immunregulatorische Substanzen
wahrend der Wanderung ins Uteruslumen produziert. Diese bereiten das
Endometrium auf die bevorstehende Implantation vor und hemmen Effektorzellen
des maternalen Immunsystems. Es wird eine TH2-Antwort induziert, sodass die
maternale Dezidua der Blastozyste gegentber tolerant wird. Durch die sHLA-G-
Expression des Embryos kann dieser vor der zytotoxischen Reaktion der maternalen
NK-Zellen geschutzt werden (Fuzzi et al. 2002).

Die Sekretion von IFN-y beglnstigt die Anlagerung der Blastozyste an das
Endometrium (Hill 1992).

2.3 Apoptose und deren Bedeutung

Der Untergang von Zellen kann auf zwei Wegen erfolgen: durch Nekrose und durch
Apoptose.

Die Nekrose geschieht unvorhergesehen und flihrt zum unmittelbaren Zelltod. Durch
chemische oder physikalische Noxen kondensiert die Kernsubstanz. Die Zelle und
ihre Organellen schwellen durch Wasser- und loneneinstrom an bis sie schliellich
durch Membranschadigung zerplatzen. Dadurch werden die Zellinhaltsstoffe in den
Extrazellularraum freigesetzt, was zur direkten Schadigung der Umgebung flhrt.
Dieser Prozess lockt Phagozyten an und es folgt eine Inflammation (Majno und Joris
1995).

Die Apoptose dagegen ist ein physiologischer, geregelter Prozess zur
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Zellbildung und Zelluntergang. Sie
wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet (Kerr et al. 1972). Das Wort
Apoptose stammt aus dem Griechischen, ,apo“ bedeutet ,ab, weg®, ,ptosis“ heifdt
~oenkung“. Bekommt eine Zelle das Signal zur Apoptose verdichtet sich ihr
Chromatin und wird durch spezifische DNAsen zerkleinert. Die Zellen mit ihren
Organellen schrumpfen, es entstehen apoptotic bodies. Diese werden durch
Nachbarzellen und Makrophagen phagozytiert und dadurch geregelt, ohne
Entziindung, abgebaut (Hacker 2000).

Der Apoptose kommen wichtige regulatorische Funktionen in der Mitose und damit
der Zellentwicklung zu (Elmore 2007).

Der Zellzyklus einer kernhaltigen Zelle beginnt und endet mit der Mitose (Abb. 3).
Nach erfolgter Mitose treten proliferierende Zellen in die G1-Phase ein. Die Zelle

wachst.
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Durch verschiedene Wachstumsfaktoren (z. B. PDGF; EGF etc.) kdnnen Zellen in die
S-Phase (Synthesephase) ubergehen. Es erfolgt die DNA-Replikation nach welcher
der tetraploide Chromosomensatz vorliegt. In der G2-Phase werden RNA-Molekule
und zellteilungsspezifische Proteine synthetisiert, um die folgende Mitose einzuleiten
Der Zellzyklus schliel3t mit der nachsten Mitose ab. Aus einer Zelle entstehen so zwei
identische Tochterzellen (Park und Koff 2001).

Mitose
G0-Phase

G2-Phase

G1-Phase

Abb. 3: Der Zellzyklus eukaryoter Zellen (L6ffler 2003)

Zellen in der GO- oder G1-Phase sind proliferationsfahig, kdnnen jedoch alternativ in
Apoptose tbergehen, wenn sie funktionslos oder geschadigt sind.

Apoptose spielt in vielen Prozessen des Korpers eine wichtige Rolle: in der
Embryonalentwicklung ermdglicht sie die Formgebung des Korpers und der Organe,
sie fuhrt zur Selektion von Keimzellen mit geschadigtem genetischen Material, ist
wichtig in Geweben, die sich standig erneuern (z. B. die Schleimhaut des Darms oder
der Gebarmutter), verhindert die Entstehung von Autoantigenen und eliminiert
Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen.

Der Apoptoseprozess unterliegt zahlreichen Regulationsmechanismen, unter denen
die Caspasen die wichtigste Gruppe darstellt. Caspasen sind Proteasen mit einem
Cystein im aktiven Zentrum, welche Proteine spezifisch nach der Aminosaure
Aspartat schneiden (Alnemri 1997).

Nicht nur in der Entwicklung des Embryos nimmt die Apoptose eine wichtige Stellung

ein. Auch Uber den gesamten Schwangerschaftsverlauf spielt sie eine zentrale Rolle
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in der Plazenta, besonders im ersten und dritten Trimenon. In der
Frihschwangerschaft wird der Fas-Ligand durch invadierende Synzytiotrophoblasten
vermehrt exprimiert. Er interagiert mit dem Fas-Rezeptor auf endometrialen
Stromazellen, flihrt zu deren Apoptose und damit zur Einwanderung der
Trophoblastzellen in die Uterusschleimhaut (Uckan et al. 1997). Die Empfindlichkeit
der invadierenden Trophoblastzellen gegenuber apoptotischen Stimuli wird dagegen
durch das antiapoptotisches Protein Bcl-2 vermindert, sie Uberleben (Kim et al.
1995).

Im dritten Trimester dagegen sind die Apoptoseraten von Trophoblast- und von
Plazentazellen gesteigert. Dies scheint fur die Beendigung der Schwangerschaft und
Einleitung der Geburt wichtig zu sein (Reed 1994).

2.4 Der Wachstumsfaktor LIF — Leukemia Inhibitory Factor

Viele verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei
der Plazentation. Wie bereits erwahnt sind IL-1 und EGF fur die Anlagerung der
Blastozyste an das Uterusepithel wichtig (Sharkey 1998). GM-CSF und HGF
regulieren die Proliferation der Trophoblastzellen, IGF-2, EGF und HGF die Migration
(Fitzgerald et al. 2005a).

LIF ist ein Zytokin der IL-6-Familie, welches einen wichtigen Mediator fur die
Plazentation, Invasion, Migration und Proliferation von Trophoblastzellen darstellt
(Stewart und Cullinan 1997). Als Glykopeptid bestehend aus 179 Aminosauren
kommt es in freier, aktiver Form oder an Proteine der EZM gebunden vor. Erstmalig
beschrieben wurde es als Induktor der Makrophagendifferenzierung in der

myeloischen Leukamie-Zelllinie M1 (Tomida et al. 1984).

2.4.1 LIF und seine Bedeutung fiir die Implantation

LIF wird in hohen Konzentrationen an der maternal-fetalen Kontaktflache durch das
Endometrium in der sekretorischen/postovulatorischen Zyklusphase sowie durch die
Plazenta exprimiert (Cullinan et al. 1996). In mehreren Studien wurde beobachtet,
dass LIF essentiell fir die Fertilitit ist. So zeigte sich, dass LIF in
Endometriumbiopsien von infertilen Frauen reduziert ist (Tsai et al. 2000).

IL-11 und LIF regulieren die Adhasion der auleren Zellreihe der Blastozyste
(Trophektoderm) an das luminale Endometriumepithel sowie die Proteinexpression

der extrazellularen Matrix. Sie erhdhen die Adhadsion primarer humaner
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Endometrium-Epithelialzellen an Fibronektin und Kollagen IV (Marwood et al. 2009).
LIF kann sowohl die Proliferation von Trophoblast-Zellen als auch von
Chorionkarzinom-Zellen fordern (Fitzgerald et al. 2008).

LIF-Rezeptoren finden sich auf dem villdsen und extravilldsen Zytotrophoblasten
(Kojima et al. 1995).

Das Signal von LIF wird in der Trophoblastzelle via STAT3 Ubertragen, aktiviert
dadurch Invasivitats-beeinflussende Proteasen und Protease-Inhibitoren und ist

essentiell fur eine erfolgreiche Implantation (Poehimann et al. 2005). Es reguliert die

Expression von Caspase-4 herauf und die von TIMP (tissue inhibitor of
metalloproteinase)-1 herab (Fitzgerald et al. 2005b).

2.5 Der JAK-STAT-Signalweg

Der JAK-STAT-Signalweg wird von  verschiedenen  Zytokinen  und

Wachstumsfaktoren genutzt, um eine Information vom ZellauReren in den Zellkern zu
transportieren (Abb. 4).
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Abb. 3: Darstellung des JAK-STAT-Signalwegs (Shuai und Liu 2003)
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Durch Bindung eines Zytokins an einen Membranrezeptor der GH-Rezeptorfamilie
wird die Struktur des Rezeptors verandert. Zwei Rezeptoren vereinigen sich durch
eine Homo- oder Heterodimerbildung Uber das Transmembranprotein gp130.
Dadurch binden Tyrosinkinasen der JAK-Familie an den Rezeptor, welcher so
phosphoryliert wird (lhle et al. 1997). Das wiederum aktiviert STAT-Molekille im
Zytoplasma, welche an den Rezeptor Uber SH-2-Doméanen andocken und
phosphoryliert werden. Die STAT-Molekule dissoziieren vom Rezeptor ab und bilden
Dimere, welche in den Zellkern translozieren. Hier aktivieren sie durch Anlagerung an
spezifische DNA-Sequenzen die Transkription von Genen (Leonard und O'Shea
1998).

Durch den JAK-STAT-Signalweg kann eine schnelle transkriptionelle Autoregulation
von Zielgenen erfolgen, da sich die Schaltermolekile (STATSs) bereits im Zytoplasma
befinden und nicht erst durch Biosynthese hergestellt werden mussen.

Aulder den STAT-Molekulen kdnnen auch Ras, PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase)
und Phospholipase C phosphoryliert werden, um Signale in den Kern zu vermitteln.
Es gibt auch Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitat
(z. B. EGF-Rezeptor, PDGF-Rezeptor), die STAT-Proteine direkt ohne
Zwischenschaltung von JAKs phosphorylieren.

Weiterhin existieren zytoplasmatische Tyrosinkinasen, welche selbst STATs
aktivieren kénnen (z. B. Src und Abl) (Bowman et al. 2000).

Den JAK-STAT-Weg nutzen Typ I- (IFN a/B) und Typ Il (INF y)-Interferone sowie alle
Zytokine, deren Rezeptoren zur Zytokin-Rezeptor-Superfamilie gehoren. Dazu
gehoren Kurzketten-Zytokine (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, IL-7, IL-9, IL-13 und IL-
15) und Langketten-Zytokine (IL-6, IL-11, OSM, CNTF, CT-1, Wachstumshormone,
Prolaktin, Erythropoetin und Thrombopoetin) (Leonard und O'Shea 1998).

Viele Zytokine, die eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung spielen,
wirken uber diesen Signalweg, so zum Beispiel HCG, IL-6, IL-11, GM-CSF und auch
LIF (Fitzgerald et al. 2008).

2.5.1 Die Janus-Kinasen (JAKSs)
Janus-Kinasen sind relativ lange Kinasen von 1150 Aminosauren. Sie besitzen zwei
Domanen: eine Tandem-Kinase-Domane (hintereinandergeschaltete Kinasen) und

eine Pseudokinase-Domane, welche enzymatisch nicht aktiv ist. Diese Eigenschaft
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brachte ihnen die Bezeichnung als Janus-Kinase ein, benannt nach dem
doppelgesichtigen, romischen Gott Janus.

Es existieren vier verschiedene JAKs — wahrend JAK1, JAK2 und TYK2 ubiquitar
exprimiert werden, hat JAK3 eine begrenzte und regulierte Gewebeexpression. JAK3
kommt konstitutionell in hohen Spiegeln in NK-Zellen und Thymozyten vor und ist
induzierbar in T-Zellen, B-Zellen, myeloiden Zellen, glatten Muskelzellen und dem
Endothel (Leonard und O'Shea 1998).

Die Janus-Kinasen bestehen aus sieben JH-Regionen (JH1-JH7), wobei nur die
Funktion der JH1-Domane als Tyrosin-Kinase-Domane gut verstanden ist.

Die JH-2-Domane besitzt eine Pseudokinase-Funktion, sie hat die gleichen
Subdomanen wie eine echte Tyrosinkinase, jedoch einen veranderten Aufbau und
dadurch keine katalytische Aktivitat. Wahrscheinlich reguliert diese Domane die JAK-
Katalyse-Funktion oder bildet eine Bindungsstelle fir andere Signalmolekile wie
STATs (Leonard und O'Shea 1998).

Die Terminierung der JAK-Signale ist noch nicht gut verstanden. Es kdnnte sein,
dass eine SH2-assoziierte Tyrosin-Phosphatase (SHP-1) die JAK-Phosphorylierung
reguliert.

Die Signalwege kénnen durch Regulationsmolekuile wie ,Protein Inhibitor of Acitvated
STATs" (PIAS) und ,suppressors of cytokine signaling” (SOCS) (Hilton 1999) negativ

beeinflusst werden.

2.5.2 Die STAT-Molekiile

STATSs (signal transducers and activators of transcription) besitzen eine Doppelrolle:
sie wirken einerseits als Signalmolekll und andererseits als Schaltermolekl fir die
Aktivierung der Transkription von Zielgenen (Darnell 1997). Sie kénnen abhangig
vom Liganden, vom STAT-Protein, von der Zellart und vom Zellstadium Promotoren
oder auch Inhibitoren des zellularen Wachstums sein. Die Aktivierung von STATs
resultiert in der Expression von Genen, die kritische zellulare Funktionen kontrollieren
(wie Zellproliferation, Uberleben, Differenzierung und Entwicklung) sowie von Genen,
die spezielle Zellfunktionen (wie Immunantworten) steuern (Bowman et al. 2000).

Es existieren sieben bekannte STAT-Proteinen in Saugern: STAT1, -2, -3, -4, -5A, -
5B und -6. Die Phosphorylierung erfolgt am Tyrosin- oder Serinrest.

STATs kénnen Homo- oder Heterodimere bilden durch bivalente Bindungen
zwischen der SH2-Domane eines STAT-Molekils und phosphoryliertem Tyrosin
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eines anderen, wodurch die Haftung der Molekule verstarkt wird. Die SH2-Domanen
unterscheiden sich in den verschiedenen STAT-Molekulen, sodass diese
unterschiedliche phosphorylierte Bereiche erkennen (Leonard und O'Shea 1998).
Manche Zytokin-Rezeptor-Ketten haben nur eine STAT-Bindungsstelle (z. B. IFNGR-
1- oder IL-7-Rezeptor). Andere besitzen mehrere Bindungsstellen (z. B. IL-2R, IL-4R
oder gp130), wodurch die Moglichkeit besteht, dass zwei STAT-Molekule gleichzeitig
aktiviert werden konnen und dadurch ihre Dimerisierung erleichtert wird.

Die Kernaktivierung der STATs ist noch nicht ausreichend geklart. Es ist unklar, ob
STATs allein in den Kern eintreten oder in Verbindung mit Chaperonen. Es ist
moglich, dass im Kern mehrere Kooperationspartner mit demselben STAT
interagieren, sodass diese in die Aktivierung verschiedener Gene in verschiedenen
Zelltypen oder Aktivierungsstadien involviert sind (Leonard und O'Shea 1998).

Die Kenntnisse Uber spezielle Funktionen der Aktivierung der jeweiligen STAT-
Familie konnten durch Experimente mit Knockout-Mausen gewonnen werden (Akira
1999).

STAT1-defiziente Mause sind beeinflusst in ihrer Antwort auf Interferone, sie sind
anfallig fur bakterielle und virale Infektionen (Durbin et al. 1996).

Fehlen STAT2 und STAT3 kommt es zu embryonaler Letalitat (Takeda et al. 1997).
Versuche mit Mausen ohne STAT3 in Keratinozyten konnten darlegen, dass dieses
Molekul wichtig ist fur die Zellwanderung, z. B. bei der Wundheilung (Sano et al.
1999).

Experimente mit STAT4- (Kaplan et al. 1996) oder STAT6-Knockout-Mausen
(Shimoda et al. 1996) zeigten, dass die von diesen Molekullen aktivierten Gene notig
sind fur die IL-12- oder IL-4-induzierte Proliferation aktivierter T-Lymphozyten.
STAT5A-Knockout fuhrt zu Defekten in der Brustdrisenentwicklung und der
Laktation wahrend der Schwangerschaft (Liu et al. 1997).

STAT5A- und -5B-defiziente weibliche Mause sind infertil. STAT5A- und STATSB-
Defekte bei beiden Geschlechtern fihren zu einer fehlerhaften Immunreaktion
(Teglund et al. 1998).

2.5.2.1 STAT3 und seine Funktionen

STAT3 kommt in drei bis vier Isoformen vor, welche sich in der Lange des COOH-
Endes unterscheiden (STAT3A 90kDa, STAT3B 83kDa, STAT3C 72kDa, STAT3D).
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Es ist in viele verschiedene physiologische Prozesse involviert und scheint
gegensatzliche Antworten hervorzurufen (Levy und Lee 2002).

STAT3 ist in die postnatale Interaktion zwischen dem Epithel und dem
mesenchymalen Kompartiment involviert, STAT3-defiziente Mause bekommen
Hautulzera und zeigen einen sparlichen Haarwuchs. Im Thymus flhrt ein STAT3-
Defekt zu einer altersabhangigen Thymushypoplasie sowie zu einer Hypersensitivitat
gegenuber Stress bei jungeren Mausen (Sano et al. 2001).

STAT3 scheint einem acute phase response factor zu entsprechen und wird durch
IL-6, IFN-y, G-CSF, IGF-1, LIF, IL-10, IL-12, EPO, IL-3, GM-CSF und TPO aktiviert.
Ohne STATS ist die Akut-Phase-Antwort reduziert (Levy und Lee 2002). IL-6 sichert
Uber die STAT3-Aktivierung die Uberlebensfahigkeit von T-Lymphozyten (Heinrich et
al. 1998).

In Monozyten und Neutrophilen induziert ein STAT3-Defekt eine Uberschieliende
inflammatorische Antwort (Riley et al. 1999).

Bei einem STAT3-Defekt erfahrt die Brustdrise eine verspatete Mammainvolution
(Chapman et al. 1999).

In Tumorzellen, in durch Onkogene transformierten Zellen und in Zellkulturen aus
Tumoren wurden STAT1, -3 und -5 nachgewiesen. Der Zellumbau durch fehlerhafte
STAT3-Aktivitat in Tumorzellen wird durch die Hochregulierung von Genen, die den
Zellzyklus stimulieren (Cyclin D1, c-myc) und von Genen, welche die Apoptose
verhindern (bclxL, mcl-1, Survivin), gesteuert (Bromberg et al. 1999, Shen et al.
2001).

Abweichende STAT3-Aktivitat gilt als essentiell fir das Verhalten neoplastischer
Zellen und somit flr die Malignitat von Tumorzellen (Bowman et al. 2000). Multiple-
Myelom-Zellen, die wachstumsfaktorunabhangig geworden sind, zeigen eine
konstitutionelle Aktivierung von STAT3, die sie gegen Apoptose schutzt (Catlett-
Falcone et al. 1999). Auch bei verschiedenen Formen von Kopf-Hals-Karzinomen
wurde aktiviertes STAT3 gefunden (Grandis et al. 1998).

AuRerdem spielt es eine zentrale Rolle in den Signalwegen, welche die Plazentation
modulieren  (Fitzgerald et al. 2005a). Homozygote STAT3-defiziente
Mauseembryonen degenerieren schnell an Tag 6,5 bis 7,5 der Embryogenese kurz
nach der Blastozystenimplantation (Takeda et al. 1997).

STAT3-mRNA ist in maternalem und extraembryonalem Gewebe wahrend der frihen
Postimplantationphase zu finden. Weiterhin kommt aktiviertes STAT3 an Tag 4,5 bis
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9,5 in der Dezidua-Schwellung des viszeralen Entoderms vor, was wichtig fir die

frihe Implantationsphase ist (Duncan et al. 1997).

2.5.3 Die Regulierung des JAK-STAT-Signalweges

Es existieren mindestens drei Proteinfamilien, welche den JAK-STAT-Signalweg
inhibieren: Supressors of cytokine signaling (SOCS), Protein inhibitors of activated
STATs (PIAS) und SH2-containing phosphatase (SHP-1) (Hilton 1999).
STAT-Molekule aktivieren im Zellkern nicht nur Gene, welche Zytokin-Funktionen
modulieren, sondern ebenso Gene, welche SOCS-Proteine produzieren und damit
zur Limitierung der STAT-Aktivitat und der Zytokin-Aktivierung fuhren.

SHP-1 inhibiert STATs in einem Ruckkopplungsmechanismus, schneller als SOCS.
SHP-1 katalysiert die Dephosphorylierung von Tyrosinresten der Kinasen und
reduziert so ihre katalytische Aktivitat.

PIAS agieren mehr als Puffer, sie regulieren die Anzahl an aktivierten STAT-
Molekulen. PIAS interagieren mit STATs und verhindern dadurch deren Interaktion
mit der DNA, entweder durch direkte Bindung oder dadurch, dass sie die
Dimerisierung von STAT-Molekilen unterbinden. PIAs kommen Kkonstitutiv im
Zellplasma vor, sie werden nicht durch Zytokinaktivierung produziert.

Auch die STAT3-Aktivitat in Trophoblastzellen kénnte durch Inhibitoren wie SOCS
oder PlAs gesteuert werden (Hilton 1999).

Die Dysregulation von STAT3-Aktivitat koénnte pathologische Prozesse wie
fehlerhafte Plazentation, Praeklampsie oder Neoplasien wie Chorionkarzinome
hervorrufen (Tarrade et al. 2002).

Die Regulierung und Inhibition der STAT3-Aktivitat, insbesondere die Zerstérung der
STAT3-STAT3-Dimerisierung ist Gegenstand zahlreicher aktueller Studien. Da
STAT3 als wichtiger Modulator von Onkogenen gilt, kdnnte die Inhibition eine

Grundlage fur neue Chemotherapeutika geben (Fletcher et al. 2009).

2.6. Der MAPK-Signalweg

Sowohl der JAK-STAT- als auch der MAPK-Kinase-Signalweg wird von Zytokinen
genutzt, welche die Trophoblastentwicklung steuern (Mudgett et al. 2000).
MAP-Kinasen (mitogen-acitvated protein) sind kleine Proteinkinasen (36.000 —
44.000 Da), welche an Serin- und Threonin-Resten phosphorylieren. Sie selbst

werden durch Phosphorylierung an zwei Stellen — einem Tyrosin- und einem
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Threonin-Rest aktiviert. Bei der MAP-2K flhrt bereits die Phosphorylierung eines

Restes zur Aktivierung.

Die MAP-Kinasen (MAP-K) werden in vier Hauptgruppen aufgeteilt:

1. Die extracellular signal-regulated kinases mit den Isoformen ERK-1 und -2
werden Uber Mitogene aktiviert (Raf— MEK1/2 — ERK1/2) und beeinflussen
Zellwachstum und —differenzierung.

2. Die  p38-mitogenaktivierte  Proteinkinase,  aktiviert ~ Uber  Stress,
Tumornekrosefaktoren oder Interleukin-1-Rezeptor Typ 1 (MLKs/TAK/ASK1 —
MKK 3/6 —p38/ MAPK-a/B), fuhrt zu Entzindung oder Apoptose.

3. Stress oder UV-Licht aktiviert die c¢-Jun-N-terminalen Kinasen JNK
(MLKs/ASK-1/MEKK-1/4 — MKK-4/7 — SAPK/JNK-1/2/3) und bedingt ebenso
Apoptose, Wachstum und Differenzierung (Knofler et al. 2005).

4. Die Big-mitogen activated kinase 1 (ERK 5) ist in verschiedenen Geweben zu
finden und wird durch unterschiedliche extrazellulare Stimuli wie Zellstress
und Wachstumsfaktoren aktiviert, um Zellproliferation und —differenzierung zu
regulieren. ERKS spielt eine wichtige Rolle in der kardiovaskularen
Entwicklung und der vaskularen Integritat und scheint die Angiogenese in

Tumorgewebe zu beeinflussen (Nithianandarajah-Jones et al. 2012).

Der MAPK-Signalweg reguliert verschiedene Zellaktivitaten wie Mitose,
Metabolismus, Motilitat, Migration, Uberleben, Apoptose und Differenzierung. Die
Aktivierung der MAPKs erfolgt durch Bindung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen mit
Wachstumsfaktoren, Interaktion von Integrinen mit EZM oder der Rekrutierung von
GTP-Bindungsproteinen wie Ras/Rho (Lewis et al. 1998).

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen phosphorylieren Tyrosin-Reste an der Rezeptorinnenseite
— ahnlich wie JAKs. Das zieht verschiedene Signalproteine wie Grb-2-(growth-factor-
receptor-bound) Adapterprotein oder SH2-Domanen von Tyrosinphosphaten (SHP2)
an. Diese binden an weitere Proteine, welche eine monomere GTPase (Ras)
aktivieren. Dadurch wird eine Kettenreaktion ausgelost, bei welcher MAP-Kinasen
nacheinander die MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP-3K), die MAP-Kinase-Kinase
(MAP-2K) und die MAP-Kinase (MAP-K) phosphorylieren. Es kann immer auch mehr

als eine Kaskade der MAP-Kinasen aktiviert werden (Seger und Krebs 1995).
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Durch ihre Aktivierung kumulieren sie im Zellkern und phosphorylieren und aktivieren
Transkriptionsfaktoren, welche in Zellaktivierung und —differenzierung eingreifen
(Seger und Krebs 1995).

2.6.1. Der ERK1/2-Signalweg
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Abb. 4: Darstellung des ERK1/2-Signalwegs (Frémin und Meloche 2010)
GF: Growth Factor, RTK: Receptor Tyrosin Kinase

Die am besten analysierte MAPK-Signalkaskade ist der ERK1/2-Signalweg (Abb. 5).
Growth factor activated receptor tryrosine-Kinasen Ubertragen ihr Signal via Ligand
auf die Zellmembran. Hier wird Ras-Protein Uber seine GTP-Bindungsstelle
gebunden. Die Aktivierung wird durch Adapterproteine mit SH2-Domane (z. B. Grb2)
und guanine-nucleotide exchange factors (z. B. SOS) beeinflusst.

Ras fuhrt zur Stimulierung von Raf an der Membran. Aktiviertes Raf phosphoryliert
und aktiviert MEK1 und MEK2, welche dann wiederum ERK1 und ERKZ2 durch
Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosin-Resten aktivieren (McKay und Morrison
2007). ERK gelangt in den Zellkkern und reguliert hier verschiedene
Transkriptionsfaktoren (z. B. MYC, Fos, CREB) (Davis 1995).

ERK1 (43 kDa) und 2 (41 kDa) werden ubiquitar exprimiert, jedoch in
unterschiedlicher Menge in verschiedenen Geweben. In vielen Immunzellen ist
ERK 2 dominant, in neuroendokrinen Zellen ist der Anteil der Proteine etwa gleich
hoch. Sie werden durch verschiedenste Liganden aktiviert, in Fibroblasten z. B. durch
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Stress oder G-Protein-gekoppelte Proteine (Pearson
et al. 2001).
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2.6.2 Die Bedeutung der MAP-Kinasen fiir die embryonale Entwicklung
Knockout-Modelle verschiedener MAPK-Signalweg-Komponenten haben zu der
Annahme gefuhrt, dass dieser Weg wichtig fur die Entwicklung der Plazenta ist. So
zeigten z. B. MEKKS, p38 und ERK5-Knockout-Mause fehlerhafte Angiogenese und
Plazentaentwicklung, die zu embryonaler Letalitat fihrten (Mudgett et al. 2000).
Neben der Rolle bei der Trophoblastfusion sind ERKs wichtig fur die
Trophoblastinvasion, das Signal wird Uber Wachstumsfaktoren Ubertragen
(McKinnon et al. 2001). Unter anderem wird die Trophoblastenmotilitdt und —invasion
Uber HGF und EGF via ERK1/2 vermittelt (Qiu et al. 2004, Cartwright et al. 2002). In
einer anderen Studie wurde gezeigt, dass LIF die Proliferation von HTR8/SVneo,
einer extravilldsen Trophoblastzelllinie, Uber die Phosphorylierung von ERK1/2
induziert (Prakash et al. 2011).

Es existieren ,Crosstalks® zwischen den MAPK- und JAK/STAT-Signalwegen.
SOCS3 zum Beispiel (als Inhibitor des JAK/STAT-Signalwegs) bindet und inaktiviert
Ras-GAP, einen Negativregulator von Ras, und aktiviert so den Ras/MAPK-
Signalweg (Rawlings et al. 2004).

In anderen Zellsystemen jedoch wird durch verstarkte MAPK-Aktivierung die
Transkriptionsaktivitat von STATs erhoht (Plaza-Menacho et al. 2007).

LIF triggert die Phosphorylierung sowohl des JAK/STAT- als auch des MAPK-
Signalweges unabhangig voneinander innerhalb weniger Minuten. ERK1/2
unterdrickt die STAT3-Phosphorylierung und ist ein Antagonist der STAT3-DNA-
Bindungsplatze im Zellkern. Beide Signalwege scheinen unterschiedliche Funktionen
zu haben. STAT3 induziert die Trophoblastinvasion, ERK1/2 fuhrt zur JEG3-
Proliferation und ist ein Negativ-Regulator von STAT3 (Morales-Prieto et al. 2013).

2.7 Praeklampsie

2.7.1 Definition und Symptome

In 5 bis 7 % aller Schwangerschaften tritt eine hypertensive
Schwangerschaftserkrankung auf (Axt-Fliedner 2004). Dazu zahlen die
praexistierende Hypertonie, die Pfropfeklampsie, der schwangerschaftsinduzierte
Hypertonus und die Praeklampsie (PE) (Helewa et al. 1997).

Eine Praeklampsie kann sich ab der 20. Schwangerschaftswoche entwickeln und

einhergehen mit folgenden Symptomen: Hypertonie (Blutdruckerh6hung von
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15 mmHg diastolisch und 30 mmHg systolisch, mittlerer arterieller Blutdruck groer
140/90 mmHg), Proteinurie (> 0,3 g/l in 24h) und Odemen besonders an nicht
abhangigen Korperpartien (Gesicht, Hande). Sie tritt bei 4,6 % aller
Schwangerschaften weltweit auf (Abalos et al. 2013).

Die schwere Form der Praeklampsie beinhaltet zusatzlich
Nierenfunktionseinschrankungen (Kreatinin = 0,9 g/l oder Oligurie < 500 ml/24h),
Leberbeteiligung (erhohte Transaminasen, Oberbauchschmerzen),
Thrombozytopenie, Hamolyse, zentralnervése Stérungen wie Kopfschmerzen,
Ohrensausen und Schwindelgefiihl, Visusstorungen, Ubelkeit und Erbrechen,
motorische Unruhe und eventuell Bewusstseinstribungen (Report of the American
College of Obstetricians and Gynecologists' Task Force on Hypertension in
Pregnancy, 2013). Diese Symptome sind das Prodromalstadium des eklamptischen
Anfalls, welcher sich durch tonisch-klonische Krampfe aulert.

In 5-8 % der Erkrankungsfalle schreitet die Praeklampsie in ein HELLP-Syndrom fort
(,Hemolysis, high elevated liver enzymes, low platelets®). Hierbei handelt es sich um
die hepatische Manifestation hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen mit
folgenden mdglichen Symptomen: Oberbauchschmerzen, Kopfschmerzen, Ubelkeit
und Erbrechen. Es zeigen sich charakteristische Laborveranderungen, welche dem
Krankheitsbild seinen Namen gaben: Abfall des Hamoglobin- und Haptoglobinwertes
sowie Anstieg des LDH als Zeichen der Hamolyse, Erhdhung der Leberwerte
(ASAT/ALAT) und erniedrigte Thrombozytenwerte (Weinstein 1982). Das HELLP-

Syndrom kann auch unabhangig von einer PE auftreten.

2.7.2 Risikofaktoren und mogliche Folgen

Das Krankheitsbild der Praeklampsie tritt bei bis zu 10 % der Schwangerschaften von
Erstgebarenden auf.

Verschiedene Faktoren pradisponieren fur die Entstehung einer Praeklampsie:
Praeklampsie in einer vorangegangenen Schwangerschaft, genetische Faktoren
(Mutter oder GroBmutter mit Praeklampsie (Chesley et al. 1968)), thrombophile
Gerinnungsstérungen (wie Antiphospholipid-Syndrom), Zwillingsschwangerschaften,
niedriger sozialer Status, Primiparitat, chronische Erkrankungen, die zu
Gefalveranderungen fuhren (wie Hypertonie, Adipositas — BMI = 26,1, Diabetes
mellitus), ein kurzes Intervall zwischen den Schwangerschaften sowie ein
mutterliches Alter unter 20 und Uber 35 Jahren (Duckitt und Harrington 2005).
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Die Praeklampsie kann assoziiert sein mit schweren maternalen Folgen wie
vorzeitiger Plazentaldsung, Leberhamatom oder —ruptur, disseminierter intravasaler
Koagulation, Apoplex, Lungendédem oder Herzversagen (Martin et al. 1999). Die
Erkrankung ist verantwortlich fir 10-15 % aller matterlichen Todesfélle (Duley 2009).
Weiterhin ist sie eine der Hauptursachen flr fetale Mortalitat, was vor allem auf die
iatrogene Fruhgeburtlichkeit zurlickzufihren ist.

Fetale Schaden koénnen sich durch Verminderung des Fruchtwassers und
unzureichende plazentare Sauerstoffversorgung entwickeln und sich in Form der
intrauterinen Wachstumsretardierung oder Fruhgeburtlichkeit mit hoher Mortalitat
aulBern (Sibai et al. 2005). Es existieren Subtypen, welche mit oder ohne IUGR
auftreten (Vatten und Skjaerven 2004).

2.7.3 Pathogenese
Die Pathogenese der Praeklampsie ist noch immer unklar. Jedoch sind in den letzten
Jahrzehnten enorme Fortschritte in der Erforschung der Erkrankung erzielt worden.

Es existieren verschiedene Hypothesen zum Entstehungsmechanismus:

Neigung zu Vasospasmus:

Es wird vermutet, dass Praeklampsie-Patientinnen eine erhdhte Empfindlichkeit der
Tunica media der GefalRe gegenuber vasokonstriktorischer Substanzen besitzen. In
Schwangerschaften mit Praeklampsie fand man eine erhdhte Sensitivitat gegenuber
Vasopressoren (Wienhard et al. 2002). So konnte eine erhdhte Empfindlichkeit
gegenuber Angiotensin Il (vasokonstriktorisch) beschrieben werden (Granger et al.
2001), was zu einer Hochregulation des Bradykinin(B2)-Rezeptors fuhrt. Dadurch
kommt es zur Heterodimerisation des B2-Rezeptors mit dem Angiotensin-II-Typ-I-
Rezeptor (AT1), was wiederum in einer erhdhten Ansprechbarkeit von Angiotensin I
resultiert (AbdAlla et al. 2001).

Eikosanoide:

Es finden sich erhéhte Thromboxanwerte bei PE-Schwangeren, was ebenso zu einer
verstarkten Vasokonstriktion und Thrombozytenaggregation fuhren kann (Zygmunt
2002).
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Systemische endotheliale Dysfunktion:

Die Symptome der PE lassen sich als Antwort auf eine generalisierte endotheliale
Dysfunktion erklaren (Redman et al. 1999): arterielle Hypertonie als Resultat eines
gestérten vaskuldren Tonus oder Proteinurie und Odeme durch erhdhte
GefalRpermeabilitat.

Laborchemisch zeigt sich die endotheliale Dysfunktion durch erhohte
Konzentrationen von Fibronektin, FaktorVIII-Antigen und Thrombomodulin (Friedman
et al. 1995), erniedrigte Vasodilatatoren (NO, Prostacyclin) und erhohte
Vasokonstriktoren (Endothelin, Thromboxane) sowie erhdhte Reaktionsfahigkeit auf
Angiotensin Il (Granger et al. 2001).

VEGF (Vascular endothelial growth factor) und PIGF (Placental growth factor) sind
wichtige Angiogenesefaktoren der adaquaten plazentaren GefalRentwicklung (Ferrara
et al. 2003). Sie werden vom Synzytiotrophoblasten sezerniert, VEGF zusatzlich vom
Zytotrophoblasten und vom villdsen Stroma. Die Wirkung entfalten beide Faktoren
uber Bindung an VEGF-1- (FLT-1, ,fms-like tyrosine kinase®) und VEGF-2-
Rezeptoren (KDR, ,kinase domain receptor®) (Shibuya et al. 1990). Der VEGF-1-
Rezeptor verhindert die Bindung der Angiogenesefaktoren an den Hauptrezeptor
VEGF-2 und unterbindet so ihre angiogenen Effekte (Mac Gabhann und Popel
2004). Als Iosliche Form liegt er als fms-like Tyrosinkinase 1 sFlt-1 vor. sFlt bindet
VEGF und PIGF und entzieht diese so dem Endothel.

Bei einer Praeklampsie zeigt sich eine deutliche Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen angiogenen und antiangiogenen Faktoren. Die antiangiogenen Faktoren
Uberwiegen (Schlembach 2003).

Die Bestimmung des sFlt (erhoht) und des plazentaren Wachstumsfaktors PIGF
(erniedrigt) sowie des sFIt-1/PIGF-Quotienten (erhdht) aus dem peripheren
mutterlichen Blut kann zur Fruherkennung der Praeklampsie in der zweiten

Schwangerschaftshalfte genutzt werden (Maynard et al. 2003).

Endoglin (Eng) ist ein Co-Rezeptor des TGFR (,transforming growth factor®) und wird
auf der Zellmembran des vaskularen Endothels und Synzytiotrophoblasten
exprimiert. Die l6sliche Form von Eng, sEng, ist ein anti-angiogenes Protein, welches
bei praeklamptischen Frauen in erhohter Konzentration nachgewiesen werden

konnte. Daraus konnte eine vermehrte Bindung von TGF resultieren und als eine
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anti-angiogene Wirkung durch Blockierung der Aktivierung von eNOS und einer
Vasodilatation erklart werden (Venkatesha et al. 2006).

sEng ist im Serum von Praeklampsie-Schwangeren zwei bis drei Monate vor dem
Auftreten klinischer Symptome erhdht. Ein erhdhtes Level von sEng gemeinsam mit
einer erhdhten sFIt-1/PIGF-Ratio dient ab dem 2. Trimenon als guter Marker fur das

Auftreten einer Praeklampsie (Levine et al. 2004).

Immunologische Faktoren:

In der Frihschwangerschaft finden sich Antikérper gegen fetale Leukozyten-
Antigene, welche im weiteren Verlauf unterdrickt werden. Bei PE-Schwangeren
konnten diese Antikorper fortbestehen (Axt-Fliedner 2004).

Eine weitere Hypothese besagt, dass eine PE durch eine uberschielliende
Aktivierung des maternalen Komplementsystems verursacht sein kann,
maoglicherweise als Reaktion auf die paternalen Antigene. In Tiermodellen konnte
gezeigt werden, dass eine Komplementaktivierung durch Dysregulation von
Angiogenesefaktoren Fehlgeburten und Wachstumsretardierung hervorrufen kann
(Girardi et al. 2006).

In einer weiter zurlckliegenden Studie dagegen wurde vermutet, dass die Exposition
mit paternalen/fetalen Antigenen vor einer PE schitzt (Klonoff-Cohen et al. 1989).
Nullipara und Frauen, die die Partner zwischen den Schwangerschaften wechselten,
lange Intervalle zwischen Schwangerschaften hatten oder eine Verhitung mittels
mechanischer Kontrazeption betrieben, hatten ein erhdhtes Risiko, eine PE zu
entwickeln, moglicherweise aufgrund des reduzierten Kontakts mit paternalen
Antigenen (Klonoff-Cohen et al. 1989).

Extravilldse Trophoblast (EVT)-Zellen exprimieren eine unibliche Kombination von
HLA-I-Antigenen: HLA-C, HLA-E und HLA-G. NK-Zellen treten in der maternalen
Dezidua mit den EVT-Zellen uber verschiedene Rezeptoren (CD94, KIR, ILT) in
Kontakt (Loke und King 2000). Durch diese Interaktion wird die Implantation
kontrolliert. Bei einer PE wird vermutet, dass NK-Zellen eine erhohte Aktivitat
aufweisen. Einen definitiven Nachweis fur diese Theorie gibt es nicht. In einem
systematischen Review von Saftlas et al. konnte kein Nachweis einer bestimmten
HLA-Kombination erbracht werden, welcher zu einer PE fUhren konnte (Saftlas et al.
2005).
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Abnormales Remodeling der Spiralarterien:

Die Plazentaentwicklung verlauft normalerweise in zwei Phasen: bis zum Ende des
ersten Trimenons dringt der Trophoblast in die mutterliche Dezidua bis zur Grenze
des Myometriums ein. In der Invasionsphase eréffnen die Trophoblastzellen die
matterlichen Spiralarterien und dadurch gelangt Blut in die intervilldsen Raume. Das
Remodeling der Arterien hangt vom extravilldsen Zytotrophoblasten ab. Die
Spiralarterien verlieren durch den Umbau ihre glatten Muskelzellen und dilatieren
(Hirano et al. 2002). Dadurch entstehen Gefalle mit hoher Kapazitat, geringem
Widerstand und erhohter Permeabilitat. Es wird angenommen, dass es bei
unzureichender Dilatation der Arterien zu einer Hypoperfusion und damit zu einer
intrauterinen Mangelentwicklung des Fetus kommt. Zytotrophoblastzellen infiltrieren
den dezidualen Anteil der Spiralarterien, kénnen jedoch nur unzureichend in das
myometriale Segment eindringen (Roberts und Redman 1993, Meekins et al. 1994).

Lange Zeit war man der Meinung, dass diese gestorte Invasion des extravilldsen
Trophoblasten in die maternalen Spiralarterien Ursache der Praeklampsie sei (Sibai
et al. 2005). Dies ist jedoch eher als Ursache der IUGR anzunehmen. Nur circa ein

Drittel der PE-Patientinnen zeigen einen erhdhten uterinen Widerstand.

Inflammation/Apoptose:

Aus den Zytotrophoblastzellen entsteht durch Fusion der Synzytiotrophoblast. Er
unterliegt einem standigen Zell-Turnover. Es werden also standig neue
Zellbestandteile in den Synzytiotrophoblasten aufgenommen und alte Substanzen
abgebaut. Durch Apoptose entstehen Synzytialknoten (ahnlich wie apoptotic bodies),
welche von der apikalen Membran abgeschnurt werden und so in den mutterlichen
Kreislauf gelangen, um dort abgebaut zu werden. Sie sind im vendsen System des
Uterus und im Kapillarsystem der Lungen des maternalen Kreislaufs nachweisbar.
Diese Synzytialknoten besitzen eine dicke Membran, setzen daher keine
trophoblastaren Zellsubstanzen im mauatterlichen Blut frei und erzeugen keine
Entziindungsreaktion. Sie werden in der Lunge von Makrophagen phagozytiert.
Kleinere subzellulare Bestandteile und zellfreie Molekile werden von geschadigten
Trophoblastzellen durch Aponekrose freigesetzt (Abb. 6). Bei regelrechter
Entsorgung bleibt dies fur die Mutter folgenlos. Bei Uberschreitung des

Schutzmechanismus kann jedoch das miutterliche Endothel geschadigt werden und
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freigesetzte Trophoblastbestandteile kdénnen zu einer Entzindungsreaktion und

damit zur Entstehung einer PE flihren (Allaire et al. 2000).

Normale
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Apoptotischer Aponekrotischer
Trophoblast Trophoblast
90009~
Zellfreie
l Trophoblastbestandteile
im maternalen Blut
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Abb. 5: Entstehung der PE durch Aponekrose (Huppertz 2005).
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Keine Schadigung

Man nimmt an, dass bei der Entstehung einer Praeklampsie mit IUGR sowohl
Proliferation als auch Fusion von Zytotrophoblastzellen und damit reaktiv die
Apoptose des Synzytiotrophoblasten gesteigert sind (Huppertz und Kingdom 2004,
Lyall und Myatt 2002). Immunhistochemisch lieR sich eine hdhere Anzahl
apoptotischer Zellkerne im villdsen Trophoblasten nachweisen (Axt et al. 1999).
Durch hohere Proliferationsraten wird mehr Material im Synzytiotrophoblast
aufgenommen, daher muss entsprechend mehr Uber Apoptose abgebaut werden,
um eine Homoostase zu erreichen. Eine erhohte Apoptoserate des
Synzytiotrophoblasten kann also eine mogliche Ursache der Entstehung der
Praeklampsie darstellen (Gauster et al. 2009).

Verschiedene aktuelle Studien beschaftigen sich mit der Messung dieser
extrazellularen Synzytiotrophoblast-Vesikel (STBEV), welche von der Plazenta
abgegeben werden (Gohner et al. 2015). STBEV binden an Monozyten und werden

von diesen aufgenommen, stimulieren die Produktion von proinflammatorischen
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Zytokinen, aktivieren Neutrophile und inhibieren die endotheliale Zellproliferation
sowie die Relaxation von BlutgefaRen. Weiterhin triggern sie die Thrombin-

Freisetzung und wirken dadurch antiangiogen (Tannetta et al. 2013).

2.7.4 Formen der Praeklampsie

Die frGthe Form (,early onset preeclampsia®) entwickelt sich vor der 34.
Schwangerschaftswoche und ist assoziiert mit einem abnormalen Doppler der A.
uterina, einer fetalen Minderentwicklung sowie einem unglnstigen maternalen und
neonatalen Outcome. Sie tritt in bis zu 10 % aller Praeklampsie-Falle auf
(Cunningham und Lindheimer 1992).

Die spate und auch haufigere Form (,late onset preeclampsia“) zeichnet sich durch
ein Auftreten nach der 34. Schwangerschaftswoche bei meist normalem oder leicht
erhohtem uterinen Widerstandsindex aus. Das fetale Outcome ist besser als bei der
frihen Form. Sie tritt haufiger bei Patientinnen mit hohem BMI auf (Valensise et al.
2008).

In ca. 5 % aller Félle wird eine PE erst postpartal, normalerweise innerhalb von 48
Stunden nach Geburt, diagnostiziert (Al-Safi et al. 2011).

2.7.5 Diagnostik

Jede Schwangere, welche eine neu aufgetretene Hypertonie und Proteinurie oder
Zeichen einer End-Organ-Dysfunktion (Thrombozyten < 100.000 Gpt/ml, doppelt
erhohtes Serum-Kreatinin, erhohte Transaminasen) nach der 20. SSW entwickelt,
sollte einer PE-Diagnostik zugefuhrt werden (Magee et al. 2014).

Eine ausfuhrliche Anamnese und Untersuchung sollten zur Beurteilung folgender
Symptome erfolgen: starke Kopfschmerzen, Sehstérungen (wie Skotome,
Photophobie, vorlibergehende Blindheit), Oberbauch- oder Magenschmerzen,
Ubelkeit/Erbrechen, Dyspnoe und neurologischer Status.

Folgende Laborparameter sind zu erheben: Thrombozytenzahl, Serum-Kreatinin,
Transaminasen, Haptoglobin und LDH. Weiterhin sollte eine Ultraschalluntersuchung
mit Bestimmung des fetalen Schatzgewichts und der Fruchtwassermenge sowie eine

fetale und maternale Dopplermessung durchgefuhrt werden.
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2.7.6 Screening

Derzeit existiert noch kein effektives Praeklampsie-Screening. Ideal ware es, einen
Biomarker zu finden, welcher einfach getestet werden konnte und im ersten
Trimenon nachweisbar ware, damit Behandlungsstrategien angewendet werden
konnen, welche eine normale Plazentation ermoglichen wirden.

Die aktuellen Methoden zur Bestimmung moglicher Praeklampsie-Risiko-
Schwangerschaften im ersten Trimester beinhaltet die Anamnese, die
Blutdruckmessung und die Doppleruntersuchung der Aa. uterinae. Neuere
Untersuchungen gehen dahin, zusatzlich PIGF und plazentares Protein A (PAPP-A)
im Rahmen des Ersttrimesterscreenings (11.-14. SSW) zu bestimmen, um
Patientinnen mit einem erhohten PE-Risiko identifizieren zu kdénnen. Bei diesen
Patientinnen kann versucht werden, mittels einer ASS-Gabe einem frihen
Erkrankungsbeginn vorzubeugen. Die Effektivitat der ASS-Gabe im ersten Trimenon
wird derzeit kontrovers diskutiert, da einheitliche Ergebnisse noch Inhalt aktueller
Studien sind (Tannetta et al. 2015). Erwiesen ist jedoch, dass Patientinnen mit einem
erhdhten Risiko einer intensivierten prapartalen Uberwachung zugefiihrt werden
sollen.

Vorteil der Dopplersonographie im zweiten Trimester ist die einfache
Durchfuhrbarkeit mit hohem negativem Vorhersagewert. So kann bei unauffalliger
uteriner Durchblutung eine Praeklampsie zu 97 % ausgeschlossen werden. Die Aa.
uterinae praeklamptischer Frauen zeigen zwischen der 16. und 18. SSW signifikant
haufiger einen reduzierten diastolischen Fluss (Campbell et al. 1986). Laut WHO-
Studie von 2004 ist der positive pradiktive Wert der Doppleruntersuchung jedoch
nicht hoch genug, um als generelles Routinescreening anerkannt zu werden.

Der positive Vorhersagewert eines pathologischen Dopplers (erhdhter
Flusswiderstand in den Aa. uterinae mit ,notch“) kann durch die zusatzliche
Bestimmung des sFIt-1/PIGF-Quotienten (> 85) von 30 % auf 70 % gesteigert
werden (Stepan et al. 2007). Auch bei einer IUGR werden erhdhte sFIt-1/PIGF-
Quotienten gemessen.

Bei erhohten sFlt-1/PIGF-Quotienten und klinischem Verdacht auf eine Praeklampsie
kann eine gute Vorhersagegenauigkeit fir den Schwangerschaftsausgang im dritten
Trimester gestellt werden. In der Frihschwangerschaft ergeben sich jedoch keine
eindeutigen Ergebnisse fur einen positiven Vorhersagewert des sFIt-1/PIGF-
Quotienten (Verlohren et al. 2012). Obwohl der sFlt-1/PIGF-Quotient in die deutschen
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Leitlinien eingearbeitet wurde und mittlerweile zur Diagnostik der PE angewendet
wird, herrscht noch kein einheitlicher Konsens, wie und vor allem wann dieser Marker
einzusetzen ist.

Patientinnen mit spater Praeklampsie zeigten erniedrigte Konzentrationen der
Angiogenesefaktoren VEGF und PIGF, welche bereits zu Beginn des 2. Trimesters
gemessen werden konnten (Carty et al. 2008).

Weiterhin konnten erhohte Endoglinspiegel bei Patientinnen mit ,early-onset-
Praeklampsie“ bereits in der 17.-20. Schwangerschaftswoche gefunden werden
(Levine et al. 2006).

Ein erfolgversprechender friher Marker scheint PP-13 (Plazentaprotein 13) zu sein,
erniedrigte Konzentrationen lieen sich bereits bei Frauen in der 11.-13. (Burger et
al. 2004) bzw. 9.-12. Schwangerschaftswoche (Chafetz et al. 2007) messen, wenn

Frauen im weiteren Schwangerschaftsverlauf eine Praeklampsie entwickelten.

2.7.7 Pravention und Behandlung

Aufgrund der bisher noch nicht hinreichend erforschten Ursache der Erkrankung ist
eine primare Pravention zurzeit nicht moglich.

Eine sekundare Pravention durch Calcium und Aspirin zeigt einen Nutzen durch die
Gabe von niedrigen Calcium-Dosen zur Behandlung von Patientinnen mit einem sehr
hohen Risiko eine frihe, schwere Form der Praeklampsie zu entwickeln.
Veranderungen des Lebensstils durch Ernahrungsberatung (wenig Salz, Protein- und
Energie-Erganzung, Gabe von Antioxidatien wie Vitamin C und E) oder Bewegung
haben unzureichende Ergebnisse gezeigt und liel3en sich nicht fur den klinischen
Alltag nutzen (Hofmeyr et al. 2006, Askie et al. 2007).

Das Management der Praeklampsie ist abhangig von der Schwere der Erkrankung.
Leichtere Formen konnen konservativ behandelt werden. Laut aktuellen S1-
Leitlininen ist bei milder Praeklampsie eine ambulante Betreuung mit Blutdruck-,
Labor-, Gewichts-, CTG- und Dopplerkontrollen notwendig. Eine medikamentdse
Therapie mit Dihydralazin (37-75 mg tgl) und/ oder 3-Blockern (75 mg tgl.) sowie
Magnesium ist zu erwagen. Bei Verschlechterung der Symptome ist die sofortige
Einweisung in eine Klinik unumganglich.

Patientinnen mit einem erhdhten Praeklampsierisiko (praexistenter Hypertonus,
Nierenerkrankungen, PE/HELLP in vorherigen Schwangerschaften, positive
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Familienanamnese, Diabetes mellitus, Adipositas) sollten Uber das erhdhte Risiko
aufgeklart werden. Wichtig sind regelmaRige Blutdruckkontrollen, eine Diatberatung
und Doppleruntersuchungen in der 28.-30. SSW.

Bei schwerer Praeklampsie unter der 34. SSW sollte eine Prolongierung der
Schwangerschaft durch intravendse antihypertensive und antikonvulsive Therapie
versucht werden. Eine Lungenreifeinduktion mit 2x12 mg Betamethason innerhalb
von 24 Stunden sowie eine Bilanzierung sind notwendig.

Bei Lungenddem, Herzinsuffizienz oder Verschlechterung der Nierenwerte sollte
Furosemid iv. gegeben werden. Mutter und Fet sollten durch Ultraschall- und
Doppler- sowie CTG-Kontrollen uberwacht werden. Bei jeglicher Verschlechterung
muss die Beendigung der Schwangerschaft entweder durch Geburtseinleitung oder
Sectio erfolgen.

Bei Eklampsie muss sofort fur eine suffiziente Beatmung und Beendigung des
Krampfanfalls durch Diazepam oder Magnesiumsulfat iv. sowie flur eine
Blutdrucksenkung gesorgt werden. Die sofortige Entbindung mittels Sectio ist obligat.
Postpartal sollte die Patientin intensivmedizinisch tUberwacht werden (D. Bancher-
Todesca 1998). Die einzige ursachliche Therapie der Praeklampsie stellt zurzeit die
Entbindung dar. (Briceno-Perez et al. 2009).

Diagnostik und Behandlung der Erkrankung kann durch Bestimmung des sFIt1/PIGF-
Quotienten verbessert werden.

Frauen mit einem sFlt-1/PIGF-Quotient < 38 haben zur Zeit der Diagnostik keine PE
und werden innerhalb einer Woche keine Erkrankung entwickeln.

Betragt der sFIt1/PIGF-Quotient > 85 (bei early-onset PE) oder > 110 (bei late-onset
PE), ist das Vorliegen einer PE wahrscheinlich. Je nach klinischer Situation sollte
eine erneute Messung nach zwei bis vier Tagen erfolgen. Sehr hohe Werte (> 655
bei early-onset PE, > 201 bei late-onset PE) machen eine Entbindung innerhalb der
nachsten 48 Stunden notwendig. Bei einer Schwangerschaft < 34 SSW sollte eine
sofortige Lungenreifeinduktion mittels Glukokortikoiden initiiert werden.

Bei einem sFIt1/PIGF-Quotient < 110 (late-onset PE) besteht zur Zeit des Testes
keine PE, das Risiko eine PE innerhalb der nachsten vier Wochen zu entwickeln, ist
erhoht.

Je nach klinischer Symptomatik sollte bei Patientinnen mit einer early-onset PE nach
1-2 Wochen eine Kontrolle des sFIt1/PIGF-Quotienten erfolgen. Bei Patientinnen mit

33



einer late-onset PE und einem sFIt1/PIGF-Quotienten von 38-110 ist eine baldige
Geburtseinleitung sinnvoll, da diese Werte auf eine beginnende Plazentadysfunktion
hindeuten (Schlembach 2015).

Bisher existieren jedoch keine Daten, wie hilfreich die Bestimmung des Quotienten
zur Verhinderung von maternalen Komplikationen oder Verbesserung des fetalen

Outcomes ist (Stepan et al. 2015).

Neuere Therapiestrategien sehen die Moglichkeit bereits frihzeitig in der
Schwangerschaft eingreifen zu kénnen.

Die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen angiogenen und antiangiogenen
Faktoren bei der Entstehung der Praeklampsie als mdglichem Ausgangspunkt fur
eine kausale Therapie ist Inhalt aktueller Forschung. So wird bei Patientinnen mit
frher Praeklampsie durch Apherese eine Entfernung von Uberschissigem sFlt-1 aus
der Blutzirkulation angestrebt (Thadhani et al. 2011). sFlt-1 tragt bei normalem pH-
Wert eine positive Ladung und bindet so an die negative Ladung der Dextran-Sulfate
der Apheresesaulen. Im Moment ist diese Methode jedoch lediglich in klinischen
Studien durchflhrbar und wird derzeit in den Universitatskliniken Kéln und Leipzig
eingesetzt. Es konnte eine Reduktion des sFlt-1-Levels von 25-30 % erreicht und die
Schwangerschaften im Schnitt um vier Tage prolongiert werden (Heihoff-Klose
2016).
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3 Ziele der Arbeit

Der Entstehungsprozess schwangerschaftsinduzierter Erkrankungen ist Schwerpunkt
zahlreicher wissenschaftlicher Studien. Bis heute sind die Ursache und Pathogenese
der Praeklampsie nicht vollstandig geklart.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu prufen, ob Serum von Patientinnen mit
Praeklampsie die JAK-STAT- sowie die ERK1/2-Signaltransduktion in
trophoblastaren Zellen beeinflusst. Die Resultate sollen mit denen von Serum Nicht-
Schwangerer und gesunder Schwangerer verglichen werden und orientierende
Ergebnisse fur weiterfuhrende Studien liefern. Weiterhin soll dargestellt werden,
welchen Einfluss Praeklampsie-Serum auf die Proliferation und Apoptose von JEG-3-

Zellen ausubt.

Hypothesen:

- Serum von Patientinnen mit Praeklampsie hemmt die Proliferation und steigert
die Apoptose von trophoblastaren Zellen.

- Praeklampsie beeinflusst die STAT3- sowie die ERK1/2-Aktivitat von
trophoblastaren Zellen.

- LIF wirkt Gber eine STAT3- und ERK1/2-Aktivierung auf trophoblastare Zellen
(Abb. 7).

- PE-Serum hemmt Uber die LIF-vermittelte STAT3- und ERK1/2-
Phosphorylierung die Invasion trophoblastarer Zellen und somit die

vollstandige Ausbildung der Plazenta (Abb. 7).

Normale

Schwangerschaft Praeklampsie
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STAT3 STAT3 '
ERK1/2 ERK1/2

Tiefe Hemmung der

Trophoblastinvasion Trophoblastinvasion
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Abb. 7: Schema zur Hypothese der Wirkung von LIF auf die Aktivierung von STAT3 und
ERK1/2 und die dadurch bedingte Beeinflussung der Trophoblastinvasion bei einer normalen
Schwangerschaft und bei einer Praeklampsie
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4 Methoden

Alle benutzten Reagenzien, Verbrauchsmittel
und Gerate sind detailliert im Anhang

aufgelistet.

4.1 Die JEG3-Zelllinie

JEG3-Zellen sind Chorionkarzinom-Zellen,

welche 1971 von Kohler und Bridson wahrend Apb. 8: JEG3-Zelllinie in Kultur

einer Autopsie aus Hirnmetastasen erstmals

isoliert und anschlie®end in Kultur genommen wurden. Die Zellen wachsen adharent
in Einzell-Schichten (sogenannte Monolayer) und bilden Zellaggregate (Abb. 8). Sie
produzieren B-HCG, humanes Chorion-Somatomammotropin, Progesteron und aus
steroidalen Vorstufen Ostron und Ostradiol.

Ihr Wachstumsverhalten ahnelt dem der Trophoblastzellen. Sie dienen daher als
Modell flir Experimente zur Erforschung fetaler und uteriner Zellinteraktionen der
Plazenta. Mittlerweile existieren bis zu 124 Subkulturen dieser Zelllinine.

Bei einem Chorionkarzinom (auch Chorionepithelioma malignum genannt) handelt es
sich um einen malignen Trophoblasttumor. Die Erkrankung ist sehr selten (1 % aller
Tumore weiblicher Genitalorgane) und verlauft meist foudroyant. Histologisch weist
der Tumor karzinomatds entartete choriale Zellen auf. Es sind nur noch
anaplastische Zellen, keine Zotten mehr nachweisbar. Nachweisbar sind Ubermafig
erhohte B-HCG-Werte von Uber 5.000— 1 Mio. IE/l im Serum (Stauber 2007).

Ein Chorionkarzinom entsteht in 50 % der Falle durch eine Blasenmole, in 30 % als
Folge eines Spontanabortes und in 20 % auch nach einer normal verlaufenden

Schwangerschaft.

4.1.1 Zellkultur von JEG3-Zellen

Als Kulturmedium fir die Chorionkarzinomzelllinie JEG3 wurde F12-Medium
verwendet, welches zu 10 % mit fetalem Kalberserum und zu 2 % mit
Penicillin/Streptomycin versetzt  wurde. Die  Zellen  wuchsen unter
Standardbedingungen bei 37 °C und einem CO,-Gehalt von 5 % im Brutschrank.
JEG3-Zellen besitzen eine Verdopplungszeit von circa 24 Stunden, woraufhin diese
alle zwei bis drei Tage unter sterilen Bedingungen trypsiniert, verdinnt und mit
neuem Medium versetzt wurden. Hierflir wurde das alte F12-Medium verworfen und
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die nun am Kulturflaschenboden adharenten Zellen mit 5 ml PBS (phosphate
buffered saline) gewaschen, um ein neutrales Milieu zu erhalten. Anschlie3end
wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin abgelost und so ihre Zell-Zell-Kontakte zerstort.
Die Reaktion wurde mit Medium abgestoppt. Die hierbei gewonnen Zellen konnten
fur die folgenden Experimente verwendet werden oder wurden 1:5 mit neuem

Medium verdiinnt, um weiter kultiviert zu werden.

4.1.2 Zahlen der Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Kulturflasche wurden die Zellen wie oben
beschrieben trypsiniert. Die gelosten Zellen wurden in ein definiertes
Mediumvolumen aufgenommen, in ein 15 ml-Falkon-Réhrchen Uberfuhrt und
anschlielend bei 2.500 Umdrehungen fur 5 Minuten zentrifugiert. Hierbei setzten
sich die Zellen am Boden des Falkons ab, der Uberstand konnte verworfen werden.
Das Zellpellet wurde in 2 ml Medium aufgenommen. 20 pl der Zellsuspension wurden
1:1 mit dem Zellfarbstoff Trypthanblau versetzt und auf einer Neubauer-Zahlkammer
aufgetragen. Unter dem Mikroskop wurden die noch lebenden Zellen (erscheinen
durchsichtig, nehmen keinen Zellfarbstoff auf) in vier Quadranten der Zahlkammer
ausgezahlt. Nun konnte mit Hilfe folgender Rechnung die Zellzahl in einem Milliliter

Zellsuspension bestimmt werden:
Zellen/4(Quadrantenanzahl) x 2 (Verdiinnungsfaktor) x 10* = Zellen/ml.

4.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen trypsinierten wir diese aus einer Kulturflasche ab,
versetzten sie mit frischem Medium und zentrifugierten sie mit 1.800 Umdrehungen
fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 10 % DMSO, 40 %
FKS und 50 % Medium geldst und anschlieRend bei —20 °C tiefgefroren. Nach
24 Stunden konnten die gefrorenen Zellen bei —80 °C dauerhaft gelagerte werden.
Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen tropfenweise mit auf 37 °C
angewarmtem Medium versetzt. Im Anschluss wurde die Zellsuspension in einen
15 ml Falkon Uberfihrt und bei 2.500 Umdrehungen fur 10 Minuten zentrifugiert, um
das zelltoxische DMSO zu eliminieren. Der Uberstand wurde verworfen und die

gereinigten Zellen in frischem Medium gelost.
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4.2 Gewinnung der Praeklampsie-Proben

Fir die Versuche wurden Seren von sieben Schwangeren mit Symptomatik einer
Praeklampsie (Praeklampsie-Serum — PES) in einem Schwangerschaftsalter von
25+4. SSW bis 38. SSW, einer Schwangeren mit Praeklampsiesymptomen und
Blasenmole in der 15+1. SSW (ebenfalls zu Praeklampsie-Serum — PES gehoérend),
einer Patientin mit regelrechter Schwangerschaft in der 32+5. SSW (Gesund-
Schwangeren-Serum - GSS) sowie Serum einer Nicht-schwangeren Probandin
(Nicht-Schwangeren-Serum - NSS) genutzt. Alle schwangeren Probandinnen
befanden sich zum Zeitpunkt der Entnahme in stationarer Behandlung der
Universitatsfrauenklinik Jena und hatten ihr Einverstandnis zur Probenentnahme
gegeben. Die nicht-schwangere Probandin arbeitete zum gleichen Zeitpunkt im
Plazentalabor. Den Probandinnen wurde 10 ml Blut in eine Serum Gel Sarstedt
Monovette entnommen. Die Probengewinnung erfolgte im Zeitraum vom 28.05.2009
bis 18.11.2009. Die Probenbezeichnungen mit Geburtsjahr, Schwangerschaftsalter

und Serumzusammensetzung sind in Tabelle 1 ersichtlich.

Tab. 1: Bezeichnungen der verwendeten Serumproben mit Angabe der Probennummer, des
Geburtsjahres der Probandinnen, des Schwangerschaftsalters bei Probenentnahme und der
Serumzusammensetzung

P Geburtsjahr der Schwangerschaftsalter
robennummer P . : Serumzusammensetzung
robandinnen bei Serumabnahme

1 1987 38 Praeklampsie

2 1974 25+4 Praeklampsie

7 1984 32+5 Gesund schwanger

8 1983 35+5 Praeklampsie

9 1980 1541 qusenmole.und
Praeklampsie

10 1985 37+6 Praeklampsie

11 1971 35+6 Praeklampsie

12 1982 27+1 Praeklampsie

13 1986 - Nicht schwanger

Die Serum-Roéhrchen wurden bei 3.800 Umdrehungen fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, sodass sich das Serum von den weiteren
Blutbestandteilen trennte und fur weitere Versuche bei —80 °C aufbewahrt werden

konnte.
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4.2.1 Kultivierung auf Mikrotiter-Kulturplatten

FUr die geplanten Versuche wurden die Zellen, wie oben beschrieben, aus der
Kulturflasche trypsiniert und so verteilt, dass in jedes Well einer 6-Well-Platte
100.000 Zellen/ml eingesetzt wurden.

Zu Beginn unserer Versuchsreihe versetzten wir die JEG3-Zellen mit 5 %
Humanserum. Bereits nach zwei Tagen waren die Zellen in Kultur abgestorben,
unabhangig von der Zusammensetzung des Humanserums. Daraufhin entschieden
wir uns je zwei Zellansatze mit 1 % Nicht-Schwangeren-Serum, Gesund-
Schwangeren-Serum oder Praeklampsie-Serum je einer Probandin flr 7 Tage bei
37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % zu kultivieren. Alle zwei Tage fand ein

Wechsel von Kulturmedium sowie Proben-Serum statt.

4.3 Proteinisolation

4.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Nach sieben Tagen Kultivierung der Zellen, wie oben beschrieben, waren die
Mikrotiterplatten zu 70 bis 100 % bewachsen. Jetzt konnte je eine Zellkultur pro
Serumgruppe mit jeweils 1 ul LIF (entspricht einer 1.000fachen Verdinnung der
Stammlésung) fur 20 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert werden.
Anschlielend wurde das Medium verworfen, jedes Well mit 1 ml PBS gewaschen
und mit je 100 ul Zelllyse-Puffer mit Proteinaseinhibitor versetzt. Der Lyse-Puffer
zerstort Zellmembranen und ermdglicht eine Freisetzung intrazellularer Proteine. Die
lysierten Zellen wurden mit einem Plastikschaber aus dem Well gekratzt und in
1,5 ml Eppendorf-Gefalde pipettiert. Mittels Schockgefrieren in flissigem Stickstoff
und anschlieliendem Auftauen gelang es, die Zellmembranen weiter zu zerstéren.
Um die Zellbestandteile nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen und eine
maoglichst reine Konzentration an Proteinen zu gewinnen, wurden die Zelllysate bei
18.000 Umdrehungen fur 30 Minuten zentrifugiert. Am Boden setzten sich schwerere
Bestandteile ab, Proteine befanden sich im Uberstand, wurden entnommen und

konnten der Konzentrationsbestimmung zugefuhrt oder eingefroren werden.

4.3.2 Bradford-Proteinbestimmung
Um die Konzentration der Proteine in den Zelllysaten zu bestimmen, wurden diese
mit Bradford-Reagenz versetzt. Bradford-Reagenz enthalt den Farbstoff Coomassie-

Blau, welcher unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten von
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Aminosauren bindet. Dadurch verschiebt sich das Absorptionsmaximum der Lésung
von 465 nm zu 595 nm. Die photometrische Absorption bei 595 nm kann gemessen
werden. Durch parallele Messung der Absorptionen einer bekannten
Proteinkonzentrationsreihe kann eine Standardkurve ermittelt und diese mit den
gemessenen Absorptionen der zu bestimmenden Proteine Korreliert werden
(Lottspeich 2008).

Zur Durchfuhrung des Versuches wurden je 995 ul Bradford-Reagenz mit je 5 pl der
Proteinprobe versetzt, fur 5 Minuten im Dunkeln inkubiert und die Absorptionen
anschlielfend im Spektrometer gemessen.

Die Bradford-Messung kann ebenfalls mit einem Elisa-Reader erfolgen. Hierfur
wurden je 99,5 pl Bradford-Reagenz mit jeweils 0,5 pl Proteinprobe in einer 96-
Wellplatte gemischt. Es folgte die Dreifach-Bestimmung der Absorptionen mittels
Elisa-Reader und die Korrelation mit einer mitgefuhrten Standardreihe im Programm

,Oomega“.

4.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

4.4.1 Hintergrund

Mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung von Proteinen
entsprechend ihres Molekulargewichtes. Die Teilchen wandern in einem Polymergel
aus Polyacrylamid, welches durch das Quervernetzungsreagenz N, N'-
Methylenbisacrylamid durch Zugabe des Katalysators Ammoniumpersulfat mit
N, N, N, N'-Tetramethylendiamin (TEMED) durch Copolymerisation von Acrylamid
hergestellt wurde.

Durch Zugabe des anionischen Reagenz SDS (Natriumdodecylsulfat) zu den
Proteinen und dem Gel erhalten die Proteine eine negative Ladung. Die meisten
Proteine binden SDS in einem konstanten Verhaltnis, sodass diese nahezu
identische Ladung-Masse-Verhaltnisse besitzen und nicht durch ihre Eigenladungen
beeinflusst werden. Weiterhin werden durch die Negativbeladung die hydrophoben
Wechselwirkungen in den Proteinen aufgehoben und dadurch ihre Sekundar- und
Tertiarstruktur zerstort. Zusatzlich fuhrt die Zugabe von B-Mercaptoethanol zur
Stoérung der Disulfidbriicken. Hierdurch wird erreicht, dass die Polypeptide gespalten

werden und Proteine einzeln in der Elektrophorese laufen.

40



Die Proteine laufen je nach Molekulargewicht, Konformation und Gesamtladung im
elektrischen Feld durch die Poren des Gels. Kleinere Proteine gelangen schneller in
Richtung Anode, da sie in ihrem Lauf weniger gebremst werden.

SDS-PAGE ist eine diskontinuierliche Elektrophorese. Die Proteine passieren
zunachst ein Sammelgel mit einem groReren Porendurchmesser als im Trenngel.
Durch unterschiedliche pH-Werte und Anionenzusammensetzung des Sammelgels
gegenuber dem Trenngel kann eine Konzentrierung der Proteine und dadurch im
Anschluss eine gleichmafige Auftrennung erreicht werden.

Die Geschwindigkeit der Teilchen ist ihrer Ladung sowie der Potentialdifferenz
zwischen den Elektroden direkt proportional; dem Elektrodenabstand, dem
Teilchenradius und der Viskositat der Losung umgekehrt proportional.

Als Puffer werden schwache Sauren oder Basen eingesetzt, welche keine

spezifischen Wechselwirkungen mit den zu untersuchenden Proteinen eingehen.

4.4.2 Durchfiihrung

Die Zubereitung des 9 %igen Trenn- und Sammelgels erfolgte nach Protokoll (siehe
Anhang). Zunachst wurde das Trenngel in die Elektrophoresekammer
hineingegossen. Im Anschluss erfolgte die Aufschichtung des Sammelgels. Durch
Einlage eines Kamms wurden die Proteintaschen geformt.

Es wurden 20 ug der Probe mit je 5 pl 5fach-Ladepuffer versetzt. Der Probe wurde
Zell-Lyse-Puffer zugesetzt, um ein Gesamtvolumen von 30 ul pro Tasche zu
erhalten. Die Proben wurden bei 95 °C fur 7 Minuten denaturiert und anschlielend
zentrifugiert.

Im Anschluss erfolgte die Auffillung der Kammer mit Running-Puffer.

Die Bestluickung der Taschen erfolgte in dargestellter Weise:

Marker (5 pl Precision Dual)

Zelllysate ohne Probandenserum (Kontrolle)

Zelllysate mit Nicht-Schwangeren-Serum

Zelllysate mit Gesund-Schwangeren-Serum

Zelllysate ohne Probandenserum mit LIF

Zelllysate mit Nicht-Schwangeren-Serum mit LIF

Zelllysate mit Gesund-Schwangeren-Serum mit LIF

Zelllysate mit Praeklampsie-Serum

© 0O N O O b~ WODN -

Zelllysate mit Praeklampsie-Serum mit LIF
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Die Elektrophoresekammer wurde mit 25 mA bei 300 V fur circa 90 Minuten

betrieben.

4.5 Western Blot

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die getrennten Proteine auf eine stabile
Membran Ubertragen und Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen gebunden. Die so
konzentrierten Proteine werden empfindlicher gegentber Nachweismethoden und es
kann eine semi-quantitative Proteinbestimmung mittels spezifischer Antikdrper

durchgefuihrt werden.

4.5.1 Durchfiihrung

Die Membran Hybond P wurde vorbehandelt, indem sie zunachst flir 10 Sekunden in
Methanol geschwenkt, im Anschluss fir 5 Minuten mit destilliertem Wasser gereinigt
und dann fur mindestens 10 Minuten mit Blotting-Puffer behandelt wurde.

Die Materialien wurden in folgender Weise in der Blot-Kammer geschichtet (von oben
nach unten):

5 Filterpapiere

Membran

Gel

5 Filterpapiere

Das Blotting erfolgte bei einer Stromstarke von 250 mA und 300 V fur 25 Minuten.
Dies entspricht einer Stromstérke von 3 mA pro cm?.

Zu Beginn der Versuchsreihe wurde die Membran nach dem Blotten mit Net-G flr
drei Mal 7 Minuten gewaschen und geblockt. Diese Methode ersetzten wir wahrend
der Experimente durch dreimaliges Waschen der Membran mit TBS/Tween und
Blocken der Membran mit einer Milchlésung fur eine Stunde.

Durch das Blocken der Membran werden noch freie Proteinbindungsstellen besetzt

und dadurch unspezifische Antikérperbindungen verhindert.

4.5.2 Imnmundetektion

Die Membran wurde fur 24 Stunden bei 4 °C mit den ersten Antikorpern anti-p-
STAT3(tyr 705) oder anti-p-ERK1/2 in  einer 1:1.000 Verdinnung
(Verdlnnungslésung Net-G oder Milch) inkubiert.
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Anschlieffiend wurde die Membran mit Net-G oder TBS/Tween drei Mal 5 Minuten
gewaschen und mit dem zweiten Antikdrper anti-rabbit-Antikorper (1:10.000)
versetzt, welcher gegen Strukturen des ersten Antikorpers gerichtet ist. Durch
wiederholtes Waschen im Anschluss konnte der Antikdrpertberschuss entfernt
werden.

Durch Behandlung der Membran mit einer ECL-L6sung bestehend aus 1.800 pl H20,
100 pl Peroxid und 100 pl Luminol konnte nachfolgend die Entwicklung auf
Roéntgenfilmen oder die Detektion der Antikérperbanden unter Lichtausschluss im
ChemiBis erfolgen. Die Dichten der Banden wurden mit dem Programm ,TotalLab®

quantifiziert.

Um die Membran fur weitere Analysen vorzubereiten, wurde diese mit einem Mild
Stripping Buffer behandelt, anschlieRend mit PBS und TBS/Tween gewaschen und
schlieBBlich mit Net-G oder Milchpuffer geblockt.

Die erneute Immundetektion erfolgte wie oben beschrieben fiir das Protein §-Aktin

als Kontrollprotein.

4.6 Bestimmung der metabolischen Aktivitat als MaR fir Proliferation mittels
MTT-Test

4.6.1 Hintergrund

Der MTT-Test kann genutzt werden, um Proliferation und Aktivierung von Zellen zu
messen. Mit Hilfe des Tests kann die Aktivitat von Dehydrogenasen in Mitochondrien
bestimmt werden. Es findet die Reduktion des 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfonphenyl)-2H-Tetrazolium-Ring-Salzes (MTS) in
blau-violettes, alkohollosliches Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen
statt. Die Absorbanz des Farbstoffes bei 492 nm ist direkt proportional zur Anzahl der
lebenden, kernhaltigen Zellen und kann photometrisch mit dem Elisa-Reader
gemessen werden. Proliferierende Zellen sind metabolisch aktiver als nicht-
proliferierende Zellen, sodass mit Hilfe des MTT-Tests die Zellaktivierung bestimmt
werden kann. Je hoher die Zellzahl, desto mehr Farbstoff entsteht, desto héher ist
die Absorbanz (Mosmann 1983).
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4.6.2 Durchfiihrung

Da zu Beginn unserer Versuchsreihe die JEG3-Zellen nach Zugabe von 5 %
Humanserum abstarben, wollten wir mittels MTT-Test herausfinden, welche
Humanserumkonzentration und welche Zellzahl einen negativen Einfluss auf die
metabolische Aktivitat von JEG3-Zellen haben kdnnten und ob sich die Zugabe von
GSS, NSS und PES auf die Proliferationsrate von JEG3-Zellen auswirken wurde.

Fir den CellTiter 96° One Solution Cell Proliferation Assay wurden die JEG3-Zellen
trypsiniert und in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Zellen wurden in Triplikaten
in einer Zahl von 5.000, 10.000 und 20.000 Zellen auf je drei 96-Wellplatten ausgesat
und mit Nahrldsung (F12-Medium mit 10 % fetalem Kalberserum und mit 2 %
Penicillin/Streptomycin) versetzt, sodass sich in jedem Well 100 pl befanden.
Anschliefend wurde den Zellen nach folgendem Ansatz (siehe Tabelle 2) kein
(Kontrolle), 1 %, 2 % oder 5 % Nicht-Schwangeren-, Gesund-Schwangeren- und

Praeklampsie-Serum zugegeben.

Tabelle 2: Bestiickung der 96-Wellplatte zur Durchfihrung des Proliferationsassays ohne
(Kontrolle) und mit Probandenserum. Es wurden jeweils drei Messungen fir jede Zellzahl
und Serumzusammensetzung durchgefihrt. Mit x sind beflllite Kammern gekennzeichnet.

5.000 Zellen 10.000 Zellen | 20.000 Zellen

Kontrolle X X X X X X X X X 5.000+ GSS 5%

+NSS 1 % X X X X X X X X X 10.000 + NSS 5 %

+GSS 1% X X X X X X X X X 20.000 + GSS 5%

+PES 1 % X X X X X X X X X 5.000 + PES 5 %

+NSS 2 % X X X X X X X X X 10.000 + PES 5 %

+GSS 2 % X X X X X X X X X 20.000 + PES 5 %

+PES 2 % X X X X X X X X X

+NSS 5 % X X X X X X X X X

Die Absorbanzmessung mittels Elisa-Reader bei 492 nm erfolgte nach 4h, 24h und
48h jeweils 4h nach Zugabe von 20 pl MTS-Ldsung, welche mit einer 8-Kanal-Pipette
auf die Wells aufgebracht wurde. Den 1. Messzeitpunkt definierten wir als Oh.

Der Proliferationsassay wurde in zwei unabhangigen Versuchen durchgefinhrt.
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4.7 Apoptose-Assay mittels Annexin V via Durchflusszytometrie

4.7.1 Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorter) dient der Analyse von
Einzelzellen anhand ihrer Eigenschaften. Die Zellen passieren einen Laser, welcher
Licht bestimmter Wellenlangen sendet. Dieses Licht wird Uber eine
Fokussierungslinse gebundelt und auf die Proben geleitet. Je nach GroRe und
Granularitat streuen die Proben das auftreffende Licht unterschiedlich.

Nur wenige Zellen emittieren allein fluoreszierendes Licht, daher werden
fluoreszierende Farbstoffe verwendet, welche an Zellbestandteile binden. Ein Teil
des Laser-Lichtes wird durch Fluorochrome absorbiert und die Elektronen in den
Farbstoffen kdnnen auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden. Fallen die
Elektronen auf ihr urspringliches Niveau zurlick, geben sie Energie in Form von
Photonen ab. Die Energie wird durch einen Photodetektor registriert und ist dem
gebundenen Farbstoff proportional.

Durch verschiedenfarbige Laser und Filter kann die Anzahl der einsetzbaren

Farbstoffe pro Messung erhéht werden.

4.7.2 Apoptose-Assay

Apoptose ist der Prozess des programmierten Zelltodes, der in verschiedenen
Stadien ablauft: Schrumpfung der Zelle, Kondensation und Fragmentierung der DNA,
Abbau der Mitochondrien, Bildung von Apoptosekdrpern durch Zellfragmentierung
und Anderung der Oberflachenstruktur der Zelle zur leichteren Phagozytose durch
Makrophagen. Hierbei verliert die Zellmembran unter anderem  N-
Acetylneuraminsaure und exprimiert Phosphatidylserin auf der Oberflache.

Die Zellmembran besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht. In der auleren
Schicht findet man bevorzugt Phospatidylcholin und Sphingomyelin, wahrend die
innere Schicht in hdherem Malde aus Phosphatidylserin besteht.

Durch Kombination von FITC und Annexin V sowie der Farbung mit Propidium-lodid
(PI) ist eine Identifikation und Quantifizierung von apoptotischen und nekrotischen
Zellen mit dem FACS mdglich.

In der frihen apoptotischen Zelle wird Phosphatidylserin nach Kernkondensations-
Beginn nach aulden verlagert. An dieses negativ-geladene Phosphatidylserin bindet
Annexin V in Anwesenheit von Calcium-lonen. Die Zellen sind aber noch Pl-negativ,

da ihre Plasmamembranen noch intakt sind.
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Bei spat apoptotischen oder nekrotischen Zellen ist die Plasmamembran permeabel,
Pl kann eindringen und die DNA farben. Diese Zellen sind Annexin-V-FITC- und PI-

positiv.

4.7.2.1 Durchfiihrung

Zunachst wurden die JEG3-Zellen auf 6-Wellplatten in angegebener Weise
(Tabelle 3 und 4) ausgesat, mit Medium, FKS und Penicillin/Streptomycin (P/S)
kultiviert und mit Gesund-Schwangerem- oder Praeklampsie-Serum (PES 1) jeweils

einer Probandin versetzt.

Tabelle 3: Bestlickung der 6-Wellplatte mit JEG3-Zellen, Medium und Gesund-
Schwangeren-Serum einer Probandin zur Probengewinnung fur den Apoptoseassay

Medium + FKS Medium + FKS + 1 % GSS -

Medium + FKS + 2 %GSS Medium + FKS + 5 % GSS -

Tabelle 4: Bestlickung der 6-Wellplatte mit JEG3-Zellen, Medium und Praeklampsie-Serum
(PES 1) einer Probandin zur Probengewinnung fir den Apoptoseassay

Medium + FKS Medium + FKS +1 % PES 1 | -

Medium + FKS + 2 % PES 1 | Medium + FKS +5 % PES 1 | -

Alle zwei Tage erfolgte ein Medium- und Serum-Wechsel. Nach sieben Tagen der
Zellkultivierung wie oben beschrieben, wurden die Proben am FACS gemessen.

Die Zellen wurden durch Zusatz von 200 pl Trypsin von den Wells geldst, in
Eppendorfgefalle aufgenommen und bei 2.500 U flr 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 100 pl Annexin-V-PBS-Bindepuffer 1:10
resuspendiert.

Je 25 pl der Probe wurden mit 1 uyl Annexin-V-FITC versetzt und bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss flr 30 Minuten inkubiert.

Kurz vor der Messung wurde den Proben jeweils 1 pl Pl zugegeben. Anschliel3end
konnten die gefarbten Proben im Durchflusszytometer gemessen werden.

Zur Erstellung einer FACS-Messvorlage wurden Zellen ungefarbt, nur mit Annexin-
FITC-gefarbt und nur mit Pl-gefarbt bestimmt.

Als Positivkontrolle (sichere Apoptose) wurde eine Probe 10 Minuten mit UV-Licht
bestrahlt und anschliefend der Farbung und Messung zugefuhrt.

Mittels ,Cell Quest Pro“ wurden 10.000 Zellen in einem festgelegtem Bereich gezahlt.

Wir fihrten den Apoptose-Assay einmal durch.
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Dieser Versuch diente ebenso wie der Proliferationsassay der Uberpriifung der
potenziellen Beeinflussung oder eventuellen Zytotoxizitat von Gesund-Schwangeren-

und Praeklampsie-Serum in steigender Konzentration auf JEG3-Zellkulturen.

4.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten des Western Blots erfolgte durch Berechnung
der Mittelwerte sowie des Standardfehlers als Mal} fur die Gute der ermittelten
Mittelwerte durch Microsoft Excel 2010.

Signifikanzen wurden mit SPSS 17,0 berechnet. Die Signifikanzanalyse der Western
Blots erfolgte mittels des ungepaarten t-Tests nach Welch.

Die Proliferationsassays wurden mit der mehrfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA)
mit SPSS 17,0 ausgewertet. Als abhangige Variable definierten wir die relative
optische Dichte (OD) als Mal fir die metabolische Aktivitat. Wir unterschieden nach
den Faktoren Messzeitpunkt (Oh, 24h und 48h), Serumkonzentration (1 %, 2 % und 5
%) und Zusammensetzung des Serums (Nicht-schwanger, Gesund-schwanger und
PE). Bei der Varianzanalyse des Proliferationsassays mit 5.000, 10.000 und 20.000
Zellen war der Levene-Test auf Varianzhomogenitat signifikant, sodass nicht von
homogenen Varianzen fur die abhangige Variable ausgegangen werden konnte. Wir
fuhrten daher zur Korrektur eine Welch-ANOVA und einen post-Hoc-Test nach
Games-Howell flr den Messzeitpunkt durch.

Die Korrelation zwischen der Proteinexpression von p-STAT3 und der
Schwangerschaftswoche wurde durch den Korrelationskoeffizienten nach Pearson
mit SPSS 17,0 bestimmt.

Das Signifikanzniveau wurde jeweils bei p < 0,05 erreicht.

Die Graphiken zur Auswertung der Western Blots und des Apoptoseassays wurden
mit Microsoft Excel 2010, die Graphiken zur Auswertung des Proliferationsassays mit
SPSS 17,0 erstellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse des Proliferationsassays

Die Durchfihrung des Proliferationsassays erfolgte, um den Einfluss von
Messzeitpunkt, steigender Konzentrationen und Zusammensetzung von humanem
Serum auf die metabolische Aktivitat von JEG3-Zellen zu uberprifen. Wir
untersuchten die optische Dichte als Mal} fur die metabolische Aktivitat von JEG3-
Zellen in steigender Zellzahl (5.000, 10.000 und 20.000 Zellen) nach Stimulation mit
1 %, 2 % und 5 % Gesund-Schwangeren-, Nicht-Schwangeren- und Praeklampsie-
Serum jeweils einer Probandin nach 24h und 48h. Den 1. Messzeitpunkt definierten
wir als Oh, die Messung der Absorbanz erfolgte 4h nach Zugabe von 20 pl MTS-
Losung.

In bisher erschienenen Studien wurden Humanserumkonzentrationen von 10 %
verwendet (Mahameed et al. 2005).
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5.1.1 Proliferationsassay mit 5.000 JEG3-Zellen

In Tabelle 5 sind die relativen Mittelwerte der optischen Dichte als Mal} fur die
metabolische Aktivitat sowie deren Standardfehler fur 5.000 JEG3-Zellen pro Well bei
Inkubation  dieser mit Nicht-Schwangeren-,  Gesund-Schwangeren-  und

Praeklampsie-Serum nach 0Oh, 24h und 48h dargestellit.

Tabelle 5: Darstellung der relativen Mittelwerte der metabolischen Aktivitat und der
Standardfehler fir 5.000 JEG3-Zellen nach Inkubation mit Nicht-Schwangeren-, Gesund-
Schwangeren- und Praeklampsie-Serum nach Oh, 24h und 48h. Als Mal diente die
Absorbanz bei 490 nm. Es wurden zwei unabhangige Proliferationsassays mit jeweils drei
Messungen fir 1 % und 2 % NSS, GSS und PES durchgefthrt. Fir die Messung mit 5 %
Serum konnten nur drei Messwerte (d. h. nur Werte eines Ansatzes) verwendet werden.

. . Mittelwerte der
Messzeit- Konzentration metabolischen Standardfehler Anzahl der
punkt des Serums Aktivitat Messungen
Nicht-Schwangeren-Serum
1% 0,893 0,147 6
nach Oh 2% 0,874 0,136 6
5% 0,900 0,035 3
1% 1,280 0,077 6
nach 24h 2% 1,192 0,058 6
5% 1,195 0,035 3
1% 1,392 0,084 6
nach 48h 2% 1,442 0,121 6
5% 1,653 0,072 3
Gesund-Schwangeren-Serum
1% 0,898 0,139 6
nach Oh 2% 0,827 0,176 6
5% 0,993 0,032 3
1% 1,189 0,082 6
nach 24h 2% 1,210 0,165 6
5% 1,143 0,042 3
1% 1,331 0,053 6
nach 48h 2% 1,346 0,126 6
5% 1,405 0,114 3
Praeklampsie-Serum
1% 1,012 0,138 6
nach Oh 2% 0,819 0,166 6
5% 0,746 0,213 3
1% 1,250 0,049 6
nach 24h 2% 1,176 0,087 6
5% 1,237 0,029 3
1% 1,501 0,054 6
nach 48h 2% 1,389 0,127 6
5% 1,338 0,172 3
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Abb. 9: Proliferationsassay mit 5.000 JEG3-Zellen in Abhangigkeit von Probandenserum aus
Tabelle 5. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als
Malf fur die metabolische Aktivitat nach Oh, 24h und 48h sowie die jeweiligen Standardfehler.
Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der Absorbanzen von 5.000 JEG3-Zellen ohne
Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Messungen erfolgten nach Zugabe von Nicht-
Schwangeren-Serum, Gesund-Schwangeren-Serum und PE-Serum (PES8) jeweils einer
Probandin.

Die Messzeitpunkte von Oh, 24h und 48h haben einen signifikanten Einfluss auf die
metabolische Aktivitat von 5.000 JEG3-Zellen, wenn diese allein ohne Einfluss von
Konzentration und Zusammensetzung des Serums betrachtet werden (p < 0,001)
(Abb. 10). Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm zum Zeitpunkt Oh liegt bei
0,885 (95 % CI; 0,816 — 0,953), zum Zeitpunkt 24h bei 1,212 (95 % CI; 1,173 —
1,251) und zum Zeitpunkt 48h bei 1,414 (95 % CI; 1,362 — 1,467). Die metabolische
Aktivitat steigt signifikant von Oh zu 24h und von 24h zu 48h, jeweils p < 0,001
(Abb. 10). In die Ermittlung des jeweiligen relativen Mittelwertes nahmen wir alle
Werte der zwei Versuchsreihnen zu den Messzeitpunkten Oh, 24h und 48h auf,
unabhangig von Konzentration und Zusammensetzung des Probandenserums,

sodass wir eine Fallzahl von n = 45 erhielten.
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Abb. 10: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mal}
fur die metabolische Aktivitdt zu den Messzeitpunkten Oh ([M]; 0,885; 95 % CI; 0,816 —
0,953), 24h ([M]; 1,212; 95 % CI; 1,173 — 1,251) und 48h ([M]; 1,414; 95 % CI; 1,362 —
1,467) von 5.000 JEG3-Zellen unabhangig von Konzentration und Zusammensetzung des
Probandenserums, jeweils n = 45. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der optischen
Dichte von 5.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Abbildung
zeigt die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-Konfidenzintervall sowie die relevanten
Signifikanzen (gekennzeichnet mit =, Welch-ANOVA, jeweils p < 0,001).

Betrachtet man die Serumkonzentration von 1 %, 2 % oder 5 % unabhéangig von
Messzeitpunkt und Serumzusammensetzung, findet man, dass diese keinen
signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivitat der 5.000 JEG-3-Zellen hat
(p =0,354). Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm bei einer
Serumkonzentration von 1 % liegt bei 1,193 (95 % CI; 1,234 — 1,262; n = 54), bei 2 %
bei 1,142 (95 % CI; 1,058 — 1,226; n = 54) und bei 5 % bei 1,182 (95 % CI; 1,063 —
1,300; n = 27) (Abb. 9+11). In die Ermittlung des jeweiligen relativen Mittelwertes der
optischen Dichte nahmen wir alle Werte der zwei Versuchsreihen mit einer
Konzentration von jeweils 1 %, 2 % und 5 % auf, unabhangig vom Messzeitpunkt
und Zusammensetzung des Probandenserums, sodass wir flr die Konzentrationen
von 1 % und 2 % eine Fallzahl von jeweils n = 54 erhielten. Fur die Messungen mit
5% Serum konnten nur je drei Messwerte verwendet werden, sodass wir eine

Fallzahl von n = 27 erreichten.
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Abb. 11: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mal}
fur die metabolische Aktivitat bei Zugabe von 1 %, ([M]; 1,193; 95 % CI; 1,234 — 1,262; n =
54), 2 % ([M]; 1,142; 95 % CI; 1,058 — 1,226; n = 54) und 5 % ([M]; 1,182; 95 % CI; 1,063 —
1,300; n = 27) Probandenserum zu 5.000 JEG3-Zellen unabhangig von Messzeitpunkt und
Zusammensetzung des Serums. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der optischen
Dichte von 5.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Abbildung
zeigt die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-Konfidenzintervall.

Ebenso zeigt sich, dass die Zusammensetzung des Serums (Nicht-Schwangeren-
Serum, Gesund-Schwangeren-Serum und PE-Serum), unabhangig von
Messzeitpunkt und Serumkonzentration, keinen signifikanten Einfluss auf die
metabolische Aktivitat der 5.000 JEG-3-Zellen hat (p = 0,397). Der relative Mittelwert
der optischen Dichte bei 490 nm bei Zugabe von Nicht-Schwangeren-Serum liegt bei
1,194 (95 % CI; 1,107 — 1,281), bei Gesund-Schwangeren-Serum bei 1,142 (95 %
Cl; 1,061 — 1,223) und bei PE bei 1,175 (95 % CI; 1,086 — 1,265), jeweils n = 45
(Abb. 9+12). In die Ermittlung des jeweiligen relativen Mittelwertes nahmen wir alle
Werte der zwei Versuchsreihen unterschieden nach Nicht-Schwangeren-, Gesund-
Schwangeren- und PE-Serum auf, unabhdngig von Messzeitpunkt und

Konzentration, sodass wir eine Fallzahl von n = 45 erhielten.
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Abb. 12: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mal}
fur die metabolische Aktivitdt in Abhangigkeit der Serumzusammensetzung Nicht-
schwanger ([M]; 1,194; 95 % CI; 1,107 — 1,281), Gesund-schwanger ([M]; 1,142; 95 % ClI;
1,061 — 1,223) und PE ([M]; 1,175; 95 % CI; 1,086 — 1,265) bei 5.000 JEG3-Zellen
unabhangig von Messzeitpunkt und Konzentration, jeweils n = 45. Die Normierung erfolgte
mit dem Mittelwert der optischen Dichte von 5.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von
Probandenserum bei Oh. Die Abbildung zeigt die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-
Konfidenzintervall.

Der Effekt des Messzeitpunktes auf die metabolische Aktivitat der 5.000 JEG3-Zellen
ist unabhangig von der Konzentration (p = 0,798) und Zusammensetzung des
Serums (p = 0,630) (Abb. 9).

Weiterhin kdnnen wir keinen Einfluss auf die metabolische Aktivitat der 5.000 JEG3-
Zellen finden, wenn Konzentration und Zusammensetzung des Serums gemeinsam
betrachtet werden (p = 0,279) (Abb. 9).
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5.1.2 Proliferationsassay mit 10.000 JEG3-Zellen

In Tabelle 6 sind die relativen Mittelwerte der metabolischen Aktivitat sowie deren
Standardfehler fur 10.000 JEG3-Zellen pro Well bei Inkubation dieser mit Nicht-

Schwangeren-, Gesund-Schwangeren- und Praeklampsie-Serum nach Oh, 24h und

48h dargestell

t.

Tabelle 6: Darstellung der relativen Mittelwerte der metabolischen Aktivitat und der
Standardfehler fur 10.000 JEG3-Zellen nach Inkubation mit Nicht-Schwangeren-, Gesund-
Schwangeren- und Praeklampsie-Serum nach Oh, 24h und 48h. Als Mal} diente die
Absorbanz bei 490 nm. Es wurden zwei unabhangige Proliferationsassays mit jeweils drei
Messungen fir 1 % und 2 % NSS, GSS und PES durchgefihrt. Fir die Messung mit 5 %
Serum konnten nur drei Messwerte (d. h. nur Werte eines Ansatzes) verwendet werden.

Mittelwerte der

Messzeitpunkt dKonzentratlon metabolischen Standardfehler Anzahl der
es Serums AKtivitat Messungen
Nicht-Schwangeren-Serum
1% 0,891 0,173 6
nach Oh 2% 0,918 0,147 6
5% 0,913 0,105 3
1% 1,129 0,163 6
nach 24h 2% 1,059 0,118 6
5% 1,006 0,106 3
1% 0,965 0,110 6
nach 48h 2% 1,017 0,109 6
5 % 1,014 0,106 3
Gesund-Schwangeren-Serum
1% 0,827 0,135 6
nach Oh 2% 0,830 0,166 6
5% 0,959 0,111 3
1% 1,016 0,107 6
nach 24h 2% 1,040 0,138 6
5% 0,998 0,111 3
1% 0,974 0,127 6
nach 48h 2% 0,951 0,123 6
5% 0,936 0,120 3
Praeklampsie-Serum
1% 0,882 0,231 6
nach Oh 2% 0,957 0,282 6
5% 0,815 0,357 3
1% 1,067 0,108 6
nach 24h 2% 0,908 0,185 6
5% 1,121 0,117 3
1% 0,998 0,112 6
nach 48h 2% 0,930 0,212 6
5% 0,923 0,329 3
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Abb. 13: Proliferationsassay mit 10.000 JEG3-Zellen in Abhangigkeit von Probandenserum
aus Tabelle 7. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der optische Dichte (OD) bei 490 nm
als MaR fuar die metabolische Aktivitdt nach Oh, 24h und 48h sowie die jeweiligen
Standardfehler. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der Absorbanzen von 10.000
JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Messungen erfolgten nach
Zugabe von Nicht-Schwangeren-Serum, Gesund-Schwangeren-Serum und PE-Serum (PES8)
jeweils einer Probandin.

Die Messzeitpunkte von 0Oh, 24h und 48h haben einen signifikanten Einfluss auf die
metabolische Aktivitat von 10.000 JEG3-Zellen, wenn diese allein ohne Einfluss von
Konzentration und Zusammensetzung des Serums betrachtet werden (p < 0,001).

Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm zum Zeitpunkt Oh liegt bei 0,875
(95 % CI; 0,833 — 0,917), zum Zeitpunkt 24h bei 1,029 (95 % CI; 0,995 — 1,064) und
zum Zeitpunkt von 48h bei 0,961 (95 % CI; 0,926 — 0,995), jeweils n = 45. Die
metabolische Aktivitat steigt signifikant von Oh zu 24h (p < 0,001) und fallt von 24h zu
48h (p = 0,016) (Abb. 14). Auch zwischen den Zeitpunkten Oh und 48h besteht ein
signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate (p = 0,006) (Abb. 14). In die
Ermittlung des jeweiligen relativen Mittelwertes nahmen wir alle Werte der zwei
Versuchsreihen zu den Messzeitpunkten Oh, 24h und 48h auf, unabhangig von
Konzentration und Zusammensetzung des Probandenserums, sodass wir eine

Fallzahl von n = 45 erhielten.
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Abb. 14: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mal}
fur die metabolische Aktivitat zu den Messzeitpunkten Oh ([M]; 0,875; 95 % CI; 0,833 —
0,917), 24h ([M]; 1,029; 95 % CI; 0,995 — 1,064) und 48h ([M]; 0,961; 95 % CI; 0,926 —
0,995) von 10.000 JEG3-Zellen unabhangig von Konzentration und Zusammensetzung des
Probandenserums, jeweils n = 45. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der optischen
Dichte von 10.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Abbildung
zeigt die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-Konfidenzintervall und relevanten
Signifikanzen (gekennzeichnet mit =, Welch-ANOVA, jeweils p < 0,05).

Betrachtet man die Serumkonzentration von 1 %, 2 % oder 5 % unabhangig von
Messzeitpunkt und Serumzusammensetzung, findet man, dass diese keinen
signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivitdt der 10.000 JEG-3-Zellen hat
(p =0,203). Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm bei einer
Serumkonzentration von 1 % liegt bei 0,972 (95 % CI; 0,934 — 1,011; n = 54), bei 2 %
bei 0,955 (95 % CI; 0,920; n = 54) und bei 5 % bei 0,920 (95 % CI; 0,862 — 0,979;
n=27) (Abb. 13+15). In die Ermittlung des jeweiligen relativen Mittelwertes der
optischen Dichte nahmen wir alle Werte der zwei Versuchsreihen mit einer
Konzentration von jeweils 1 %, 2 % und 5 % auf, unabhangig vom Messzeitpunkt
und Zusammensetzung des Probandenserums, sodass wir fir die Konzentrationen
von 1 % und 2 % eine Fallzahl von jeweils n = 54 erhielten. Fir die Messungen mit
5 % Serum konnten insgesamt nur je drei Messwerte verwendet werden, sodass wir

eine Fallzahl von n = 27 erreichten.
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Abb. 15: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mafl}
fir die metabolische Aktivitat bei Zugabe von 1 %, ([M]; 0,972, 95 % CI; 0,934 — 1,011;
n=54), 2 % ([M]; 0,955, 95 % ClI; 0,920; n = 54) und 5 % ([M]; 0,920, 95 % CI; 0,862 —
0,979; n=27) Probandenserum zu 10.000 JEG3-Zellen unabhangig von Messzeitpunkt
und Zusammensetzung des Serums. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der
optischen Dichte von 10.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh.
Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-Konfidenzintervall.

Ebenso zeigt sich, dass die Zusammensetzung des Serums (Nicht-Schwangeren-
Serum, Gesund-Schwangeren-Serum und PE-Serum) unabhangig von
Messzeitpunkt und Serumkonzentration keinen signifikanten Einfluss auf die
metabolische Aktivitat der 10.000 JEG-3-Zellen hat (p = 0,223). Der Mittelwert der
optischen Dichte bei 490 nm bei Zugabe von Nicht-Schwangeren-Serum liegt bei
0,985 (95 % CI; 0,948 — 1,022), bei Gesund-Schwangeren-Serum bei 0,936
(95 % CI; 0,904 — 0,967) und bei PE bei 0,944 (95 % CI; 0,892 — 0,996), jeweils
n =45 (Abb. 13+16). In die Ermittlung des relativen Mittelwertes nahmen wir alle
Werte der zwei Versuchsreihen unterschieden nach Nicht-Schwangeren-, Gesund-
Schwangeren- und PE-Serum auf, unabhdngig von Messzeitpunkt und

Konzentration, sodass wir eine Fallzahl von n = 45 erhielten.
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Abb. 16: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mal3
fur die metabolische Aktivitat in Abhangigkeit der Serumzusammensetzung Nicht-
schwanger ([M]; 0,985; 95 % ClI; 0,948 — 1,022), Gesund-schwanger ([M]; 0,936; 95 % CI;
0,904 — 0,967) und PE ([M]; 0,944; 95 % CI; 0,892 — 0,996) bei 10.000 JEG3-Zellen
unabhangig von Messzeitpunkt und Konzentration, jeweils n = 45. Die Normierung erfolgte
mit dem Mittelwert der optischen Dichte von 10.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von
Probandenserum bei Oh. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %
Konfidenzintervall.

Der Effekt des Messzeitpunktes auf die metabolische Aktivitat der 10.000 JEGS3-
Zellen ist unabhangig von der Konzentration (p = 0,441) und Zusammensetzung des
Serums (p = 0,995) (Abb. 13).

Weiterhin kdnnen wir keinen Einfluss auf die metabolische Aktivitat der 10.000 JEG3-
Zellen finden, wenn Konzentration und Zusammensetzung des Serums gemeinsam

betrachtet werden (p = 0,813).
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5.1.3 Proliferationsassay mit 20.000 JEG3-Zellen

In Tabelle 7 sind die relativen Mittelwerte der metabolischen Aktivitat bei 490 nm
sowie deren Standardfehler fur 20.000 JEG3-Zellen pro Well bei Inkubation dieser
mit Nicht-Schwangeren-, Gesund-Schwangeren- und Praeklampsie-Serum nach Oh,
24h und 48h dargestellt.

Tabelle 7: Darstellung der relativen Mittelwerte der metabolischen Aktivitat und der
Standardfehler fur 20.000 JEG3-Zellen nach Inkubation mit Nicht-Schwangeren-, Gesund-
Schwangeren- und Praeklampsie-Serum nach Oh, 24h und 48h. Als Mal diente die
Absorbanz bei 490 nm. Es wurden zwei unabhangige Proliferationsassays mit jeweils drei
Messungen fur 1 % und 2 % NSS, GSS und PES durchgefuhrt. Fir die Messung mit 5 %
Serum konnten nur drei Messwerte (d. h. nur Werte eines Ansatzes) verwendet werden.

Mittelwerte der

Messzeitpunkt ;(onzentratlon metabolischen Standardfehler Anzahl der
es Serums Aktivitit Messungen
Nicht-Schwangeren-Serum
1% 0,901 0,385 6
nach Oh 2% 0,920 0,405 6
5% 0,896 0,345 3
1% 0,738 0,353 6
nach 24h 2% 0,754 0,345 6
5 % 0,713 0,345 3
1% 0,537 0,335 6
nach 48h 2% 0,602 0,375 6
5% 0,425 0,494 3
Gesund-Schwangeren-Serum
1% 0,895 0,362 6
nach Oh 2% 0,855 0,337 6
5% 0,963 0,352 3
1% 0,718 0,351 6
nach 24h 2% 0,745 0,353 6
5% 0,759 0,343 3
1% 0,604 0,354 6
nach 48h 2% 0,575 0,372 6
5% 0,619 0,343 3
Praeklampsie-Serum
1% 0,933 0,381 6
nach Oh 2% 0,970 0,633 6
5% 0,650 0,697 3
1% 0,769 0,353 6
nach 24h 2% 0,726 0,346 6
5% 0,735 0,343 3
1% 0,604 0,347 6
nach 48h 2% 0,511 0,433 6
5% 0,620 0,357 3
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Abb. 17: Proliferationsassay mit 20.000 JEG3-Zellen in Abhangigkeit von Probandenserum
aus Tabelle 8. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei
490 nm als MaR fur die metabolische Aktivitat nach Oh, 24h und 48h sowie die jeweiligen
Standardfehler. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der Absorbanzen von 20.000
JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Messungen erfolgten nach
Zugabe von Nicht-Schwangeren-Serum, Gesund-Schwangeren-Serum und PE-Serum (PES8)
jeweils einer Probandin.

Die Messzeitpunkte von 0Oh, 24h und 48h haben einen signifikanten Einfluss auf die
metabolische Aktivitat von 20.000 JEG3-Zellen, wenn diese allein ohne Einfluss von
Konzentration und Zusammensetzung des Serums betrachtet werden (p < 0,001).

Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm zum Zeitpunkt Oh liegt bei 0,910
(95 % CI; 0,852 — 0,967), zum Zeitpunkt 24h bei 0,746 (95 % CI; 0,733 — 0,760) und
zum Zeitpunkt von 48h bei 0,575 (95 % CI; 0,539 — 0,612), jeweils n = 45. Die
metabolische Aktivitat sinkt signifikant von Oh zu 24h und von 24h zu 48h, jeweils
p <0,001 (Abb. 18). In die Ermittlung des relativen Mittelwertes nahmen wir alle
Werte der zwei Versuchsreihen zu den Messzeitpunkten Oh, 24h und 48h auf,
unabhangig von der Konzentration und Zusammensetzung des Probandenserums,

sodass wir eine Fallzahl von n = 45 erhielten.
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Abb. 18: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mafl}
fur die metabolische Aktivitdt zu den Messzeitpunkten Oh ([M]; 0,910; 95 % CI; 0,852 —
0,967), 24h ([M]; 0,746; 95 % CI; 0,733 — 0,760) und 48h ([M]; 0,575; 95 % CI; 0,539 —
0,612) von 20.000 JEG3-Zellen unabhangig von Konzentration und Zusammensetzung des
Probandenserums, jeweils n = 45. Die Normierung erfolgte mit dem Mittelwert der optischen
Dichte von 10.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum bei Oh. Die Abbildung
zeigt die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-Konfidenzintervall sowie die relevanten
Signifikanzen (gekennzeichnet mit = , Welch-ANOVA, jeweils p < 0,001).

Betrachtet man die Serumkonzentration von 1 %, 2 % oder 5 % unabhéangig von
Messzeitpunkt und Serumzusammensetzung, findet man, dass diese keinen
signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivitat der 20.000 JEG-3-Zellen hat
(p=0,919). Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm bei einer
Serumkonzentration von 1 % liegt bei 0,749 (95 % CI; 0,704 — 0,794; n = 54), bei 2 %
bei 0,743 (95 % CI; 0,686 — 0,800; n = 54) und bei 5 % bei 0,736 (95 % CI; 654 —
0,818; n =27) (Abb. 17+19). In die Ermittlung des jeweiligen relativen Mittelwertes
der optischen Dichte nahmen wir alle Werte der zwei Versuchsreihen mit einer
Konzentration von jeweils 1 %, 2 % und 5 % auf, unabhangig vom Messzeitpunkt
und Zusammensetzung des Probandenserums, sodass wir flr die Konzentrationen
von 1 % und 2 % eine Fallzahl von jeweils n = 54 erhielten. Fir die Messungen mit
5 % Serum konnten insgesamt nur je drei Messwerte verwendet werden, sodass wir

eine Fallzahl von n = 27 erreichten.
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Abb. 19: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Mal3
fur die metabolische Aktivitat bei Zugabe von 1 %, ([M]; 0,749; 95 % CI; 0,704 — 0,794;

n =54), 2 % ([M]; 0,743, 95 % ClI; 0,686 — 0,800; n = 54) und 5 % ([M]; 0,736,

95 % CI; 0,654 — 0,818; n = 27) Probandenserum zu 20.000 JEG3-Zellen unabhangig von
Messzeitpunkt und Zusammensetzung des Serums. Die Normierung erfolgte mit dem
Mittelwert der optischen Dichte von 20.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von Probandenserum
bei Oh. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-Konfidenzintervall.

Ebenso zeigt sich, dass die Zusammensetzung des Serums (Nicht-Schwangeren-
Serum, Gesund-Schwangeren-Serum und PE) unabhangig von Messzeitpunkt und
Serumkonzentration keinen signifikanten Einfluss auf die metabolische Aktivitat der
20.000 JEG-3-Zellen hat (p = 0,520). Der Mittelwert der optischen Dichte bei 490 nm
bei Zugabe von Nicht-Schwangeren-Serum liegt bei 0,736 (95 % CI; 0,679 — 0,793),
bei Gesund-Schwangeren-Serum bei 0,753 (95 % CI; 0,706 — 0,800) und bei PE bei
0,742 (95 % CI; 0,675 — 0,810), jeweils n = 45 (Abb. 17+20). In die Ermittlung des
relativen Mittelwertes nahmen wir alle Werte der zwei Versuchsreihen unterschieden
nach Nicht-Schwangeren-, Gesund-Schwangeren- und PE-Serum, unabhangig von

Messzeitpunkt und Konzentration auf, sodass wir eine Fallzahl von n = 45 erhielten.
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Abb. 20: Vergleich der relativen Mittelwerte der optischen Dichte (OD) bei 490 nm als Maf3
fur die metabolische Aktivitat in Abhangigkeit der Serumzusammensetzung Nicht-
schwanger ([M]; 0,736; 95 % CI; 0,679 — 0,793), Gesund-schwanger ([M]; 0,753;

95 % CI; 0,706 — 0,800) und PE ([M]; 0,742; 95 % ClI; 0,675 — 0,810) zu 20.000 JEG3-Zellen
unabhangig von Messzeitpunkt und Konzentration, jeweils n = 45. Die Normierung erfolgte
mit dem Mittelwert der optischen Dichte von 20.000 JEG3-Zellen ohne Zugabe von
Probandenserum bei Oh. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der OD mit 95 %-
Konfidenzintervall.

Der Effekt des Messzeitpunktes auf die metabolische Aktivitat der 20.000 JEG3-
Zellen ist unabhangig von der Konzentration (p = 0,881) und Zusammensetzung des
Serums (p = 0,516) (Abb. 17).

Weiterhin kdnnen wir keinen Einfluss auf die metabolische Aktivitat der 20.000 JEG3-
Zellen finden, wenn Konzentration und Zusammensetzung des Serums gemeinsam
betrachtet werden (p = 0,273) (Abb. 17).

Im Proliferationsassay zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bei Verwendung
von Konzentrationen von 1 %, 2 % oder 5 % unabhangig von Zusammensetzung des
Serums.

Zu Beginn unserer Versuchsreihe Uberlebten die JEG3-Zellen die Zugabe von 5 %
humanem Serum nicht, nach Zugabe von 1 % Serum zeigten sie jedoch eine aktive
Zellteilung, sodass wir uns trotz der Ergebnisse des MTT-Tests fur eine geringe
Konzentration von 1 % Humanserum flr die Experimente entschieden.
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5.2 Ergebnisse des Apoptose-Assays mittels Annexin V via
Durchflusszystometrie

Analog zum Proliferationsassay fuhrten wir einen Apoptose-Assay durch, um den
Einfluss von humanem Serum auf JEG3-Zellen unterschieden nach Gesund-
Schwangeren- und Praeklampsie-Serum in steigender Konzentration (0 %, 1 %, 2 %

und 5 %) darzulegen.

5.2.1 Apoptose-Assay mit Gesund-Schwangeren-Serum und Praeklampsie-
Serum

Mit steigender Konzentration (0 %, 1 %, 2 % und § %) von Gesund-Schwangeren-
Serum und Praeklampsie-Serum zeigten sich keine erhdhten Apoptoseraten, wenn
diese zu JEG3-Zellen zugegeben wurden (Tabelle 8 und Abb. 21). Im Gegenteil, der
Anteil der lebenden Zellen war gegenuber der Kontrolle stets am groten, wenn
diese mit Gesund-Schwangeren- oder Praeklampsie-Serum inkubiert wurden
(Tabelle 8).

Es lagen hohere Apoptoseraten vor, wenn JEG3-Zellen mit Gesund-Schwangeren-
Serum verglichen mit Praeklampsie-Serum inkubiert wurden (Abb. 21).

Der Anteil lebender Zellen war hodher, wenn diese mit Praeklampsie-Serum im
Vergleich zu Gesund-Schwangeren-Serum versetzt wurden unabhangig von der
Konzentration (Abb. 22).

Die Ergebnisse dieses Versuches sind orientierend, da wir ihn einmal durchflhrten

und die Probe nur einer Praeklampsiepatientin verwendeten.

Tabelle 8: Anteil apoptotischer, nekrotischer und lebender Zellen nach Versetzen der JEG3-
Zellen mit Gesund-Schwangeren- (GSS) und Praeklampsie-Serum (PES 1) jeweils einer
Probandin in steigender Konzentration, n=1

Serumkonzentration | Anteil apoptotischer | Anteil nekrotischer Anteil lebender Zellen
Zellen Zellen
GSS PES 1 GSS PES 1 GSS PES 1
Kontrolle (0 %) 0,10 0,25 89,53
1% 0,14 0,06 0,43 0,06 86,71 92,58
2% 0,00 0,00 0,06 0,11 89,25 90,98
5% 0,11 0,02 0,41 0,05 90,77 94,38
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Abb. 21: Darstellung der Apoptoserate und des Anteils nekrotischer Zellen nach Versetzen
der JEG3-Zellen mit Gesund-Schwangeren-Serum und Praeklampsie-Serum jeweils einer
Probandin in steigender Konzentration

Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen GSS und PES 1 fur 7 Tage inkubiert.
AnschlieRend wurde mittels FACS der relative Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen
bestimmt, welcher in Form der Balken dargestellt ist (n=1).
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Abb. 22: Darstellung des Vergleichs der Anteile lebender Zellen nach Versetzen der JEG3-
Zellen mit Gesund-Schwangeren- und Praeklampsie-Serum jeweils einer Probandin.

Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen GSS und PES 1 fir 7 Tage inkubiert.
AnschlieRend wurde mittels FACS der relative Anteil lebender Zellen bestimmt, welcher in
Form der Balken dargestellt ist (n=1).
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5.3 Ergebnisse des Western Blots fiir p-STAT3

In diesem Experiment sollte untersucht werden, wie sich die Inkubation der JEG3-
Zellen mit  Nicht-Schwangeren-Serum,  Gesund-Schwangeren-Serum  und
Praeklampsie-Serum auf die Phosphorylierung von STAT3 in JEG3-Zellen auswirkt.
In Abbildung 23 ist exemplarisch das Ergebnis eines Western Blots flr p-STAT3 und
B-Aktin aus JEG3-Zellen dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass nur nach Stimulierung
mit LIF eine Phosphorylierung von STAT3 erfolgt, nicht aber nach Inkubation mit

humanem Serum allein.
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Abb. 23: Western Blot fur p-STAT3(tyr705) und B-Aktin aus JEG3-Zellen nach Inkubation mit
Probandenserum Uber 7 Tage und Stimulation mit LIF far 20 Minuten.

Insgesamt wurden Western Blots mit Sera von sieben verschiedenen Praeklampsie-
Patientinnen in unterschiedlicher Anzahl durchgefuhrt (PE1, 2, 8, 9, 10, 11 und 12 —
siehe Tabelle 1, Material und Methoden). Der Ansatz mit PE1 wurde jeweils viermal,
mit PE2 zweimal, mit PE8 dreimal und PE11 zweimal wiederholt. Fur die Proben
PE9, PE10 und PE12 fuhrten wir je einen Western Blot durch. Es erfolgte die
densitometrische  Auswertung der Phosphorylierung von  STAT3(tyr705),
anschlieRend wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir jede Probe
bestimmt (Tabelle 9).

66



Tabelle 9: Densitometrische Auswertung der Phosphorylierung von STAT3(tyr705) in
unterschiedlich stimulierten JEG3-Zellen mittels Western Blot. JEG3-Zellen wurden in sieben
verschiedenen Ansatzen fur 7 Tage mit Medium und Serum einer Nicht-Schwangeren-, einer
Normal-Schwangeren und Serum von sieben Praeklampsie-Probandinnen (PE1 bis PE12)
inkubiert und anschlielend lysiert. B-Aktin diente als Auftragskontrolle gegen welche die
Bandenintensitat von p-STAT3(tyr705) normalisiert wurde. Dargestellt sind die relativen p-
STAT3-Expressionen in Prozent (Kontrolle + LIF = 100%).

An- _ _ _ _ _ _ _ Mittel-
M| 1(n=4) |2(n=2) |3(n=3) [4(n=1) | 5(n=1) |6(n=2) | 7(n=1) | Mk Igp
Kon- | 0 0 0 0 0 0 0 0
trolle
NSS |0 2589 |0 0 0 0 0 370 |-
Gss |0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kon-
trolle | 100 100 100 100 100 100 100 100 0
+LIF
NSS+
NS 13486 100,01 | 87,39 | 101,07 | 12258 | 136,77 | 101,03 | 113,24 |7.06
GSS+
OOS* 7287 131,18 | 9809 | 9304 | 13410 (134,14 |73.87 | 10533 |1043

PE1 PE2 | PE8 |PES | PE10 | PE11 | PE12
PES 0 0 0 0 0 0 0 0
PES+ | PET PE2 | PE8 |PES | PE10 | PE11 | PE12

130,44 | 18.26

LIF  [101.89 | 23840 | 110,80 | 10523 | 12510 | 121.36 | 110,33

Eine Phosphorylierung von STAT3 findet nur bei Stimulierung der Zellkulturen mit LIF
statt, unabhangig vom eingesetzten Serum (siehe Tabelle 9 sowie Abb. 24).

Es konnte eine hdhere Phosphorylierungsintensitat von STAT3 gegenuber der
Kontrollgruppe (also ohne Zusatz von humanem Serum) festgestellt werden, wenn
die JEG3-Zellen mit Nicht-Schwangeren, Gesund-Schwangeren oder Praeklampsie-
Serum versetzt wurden (Abb. 24).

Bei Inkubation der JEG3-Zellen mit Praeklampsie-Serum zeigte sich eine hdhere
Phosphorylierungsintensitat von STAT3 durch LIF gegenuber der Inkubation mit
Die LIF-induzierte
Phosphorylierungsintensitat von STAT3 bei Inkubation mit Gesund-Schwangeren-

Normal-Schwangeren- oder Gesund-Schwangeren-Serum.
Serum war niedriger als bei Inkubation mit Nicht-Schwangeren- oder Praeklampsie-
Serum (Abb. 24). Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (p jeweils > 0,05).
Die Irrtumswahrscheinlichkeiten beim Vergleich der Gruppen untereinander sind

detailliert im Anhang in Tabelle 12 aufgeflhrt.
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Abb. 24: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen p-STAT3-
Expression in Prozent fur die verschiedenen Serumgruppen (Kontrolle + LIF = 100%). Die
Unterschiede zwischen den Einflissen der verschiedenen Patientenseren waren nicht
signifikant (t-Test, p > 0,05; n = 14).
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Zwischen der Schwangerschaftswoche der Praeklampsiepatientinnen und p-STAT3-
Expression besteht eine geringe negative Korrelation (R = -0,238, n = 13) (Abb. 25).
Je hoher die Anzahl der Schwangerschaftswochen, desto niedriger war die
Proteinexpression. Mit 0,238 ist dieser Wert recht klein, sodass von einer geringen
Korrelation ausgegangen werden muss. Diese Korrelation ist jedoch nicht
signifikant (p = 0,434).

400,000+
300,000+

200,000+

\
o
100,000 = o o

Relative Expression von pSTAT3 (tyr 705)

0,000 o

SSwW

Abb. 25: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der relativen Expression
von p-STAT3(tyr705) in JEG3-Zellen und der Schwangerschaftswoche (SSW) der
Praeklampsiepatientinnen. Es besteht eine geringe negative, nicht signifikante Korrelation
(R=-0,238,n=13, p=0,434).
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5.4 Ergebnisse des Western Blots fiir p-ERK1

In diesem Experiment sollte untersucht werden, wie sich die Inkubation der JEG3-
Zellen mit  Nicht-Schwangeren-Serum,  Gesund-Schwangeren-Serum  und
Praeklampsie-Serum verschiedener Schwangerer auf die Phosphorylierung von
ERK1 und ERK2 auswirkt.

In Abbildung 26 ist exemplarisch das Ergebnis eines Western Blots fur p-ERK1/2, p-
STATS3 und B-Aktin aus JEG3-Zellen dargestellt.

TSKDE - e e — .—-d p-STAT3

p-ERK 1/2

10kDn oA e '_____.,._..._....,- =

R-Aktin

37 kDa —
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Abb. 26: Western Blot fur p-ERK1/2, p-STAT3(tyr705) und B-Aktin aus JEG3-Zellen nach
Inkubation mit Probandenserum fiir 7 Tage und Stimulation mit LIF Gber 20 Minuten.

Insgesamt wurden Western Blots mit Sera von drei verschiedenen Praeklampsie-
Patientinnen in jeweils einem Ansatz durchgefuhrt (PE 1, 11 und 12). Es erfolgte die
densitometrische Auswertung der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2,
anschlielRend wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen fur jede Probe

bestimmt (Tabelle 10 und 11).
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Tabelle 10: Densitometrische Auswertung der Phosphorylierung von ERK1 in unterschiedlich
stimulierten JEG3-Zellen mittels Western Blot. JEG3-Zellen wurden in drei Ansatzen fur
7 Tage mit Medium und Serum einer Nicht-Schwangeren-, einer Normal-Schwangeren und
Serum von jeweils einer von drei Praeklampsie-Probandinnen (PE1, 10 und 11) inkubiert und
anschlielend lysiert. Wir fihrten drei unabhangige Western Blots durch. B-Aktin diente als
Auftragskontrolle gegen welche die Bandenintensitat von p-ERK1 normalisiert wurde.
Dargestellt sind die relativen p-ERK1-Expressionen in Prozent (Kontrolle + LIF = 100%). n=3

Ansatz 1 2 3 Mittel- SD
wert

Kon- 6754 | 4139 |4498 |5130 |818

trolle

NSS 62,83 | 48,34 76,05 62,41 8,00

GSS 72,21 4712 94,27 71,20 13,62
PE1 PE10 PE11

PES 67,78 47,83 102,06 72,56 15,84

Kontrolle

+LIE 100 100 100 100 0

I’il”S:S-'- 92,82 122,18 123,59 112,86 | 10,03

E”S:S+ 92,57 93,16 139,9 108,54 | 15,68

PES+ PE1 PE10 PE11

LIF 125,02 | 97,5 242,01 154,84 144,30

Eine Phosphorylierung von ERK1 findet im

Stimulierung der Zellkulturen mit LIF als

Gegensatz zu p-STAT3 sowohl bei

auch ohne Stimulierung statt. Die

Phosphorylierung des ERK1 war nach Zugabe von LIF teilweise signifikant hoher als
ohne Stimulation (Kontrolle — Kontrolle+LIF p = 0,027, NSS — NSS+LIF p = 0,019)
(Abb. 27, Tabelle 10). Nicht signifikant erhdht zeigte sich die ERK1-Phosphorylierung
beim Vergleich GSS und GSS+LIF (p = 0148) sowie PES und PES+LIF (p = 0,196)
(Abb. 27, Tabelle 10). Die Signifikanzanalyse erfolgte mittels des ungepaarten t-

Tests nach Welch.
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Abb. 27: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen p-ERK1-
Expression fur die verschiedenen Serumgruppen (Kontrolle + LIF = 100%) in Prozent. Die
p-ERK1-Expression ist bei Zugabe von LIF in der Kontrollgruppe (Kontrolle — Kontrolle+LIF,
t-Test, p = 0,027) sowie in der NSS-Gruppe (NSS — NSS+LIF, t-Test, p = 0,019) signifikant
erhoht (gekennzeichnet mit % . n = 3.

Es konnte eine (nicht signifikant) héhere Phosphorylierungsintensitat von p-ERK1
gegenuber der Kontrollgruppe festgestellt werden, wenn die JEG3-Zellen mit Nicht-
Schwangeren-, Gesund-Schwangeren- oder Praeklampsie-Serum versetzt wurden,
unabhangig davon, ob die Proben mit LIF stimuliert wurden oder nicht (Abb. 27,
Tabelle 10).

Bei Inkubation der JEG3-Zellen mit Praeklampsie-Serum zeigte sich eine (nicht
signifikant) hohere Phosphorylierungsintensitat von p-ERK1 gegenlber der
Inkubation mit Nicht-Schwangeren- oder Gesund-Schwangeren-Serum. Auch nach
Stimulation mit LIF und Zugabe von PES war die Phosphorylierungsintensitat von p-
ERK1 hoéher als nach Inkubation mit Nicht-Schwangeren- oder Gesund-
Schwangeren-Serum und LIF, wenn auch nicht signifikant (Abb. 27, Tabelle 10).

Die Phosphorylierungsintensitat von ERK1 bei Inkubation mit Gesund-Schwangeren-
Serum war (nicht signifikant) niedriger als bei Inkubation mit Nicht-Schwangeren-
oder Praeklampsie-Serum unabhangig von der Stimulation mit LIF (Abb. 27,
Tabelle 10).
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Alle  Unterschiede waren nicht signifikant (jeweils p > 0,05). Die
Irtumswahrscheinlichkeiten beim Vergleich der Gruppen untereinander sind

detailliert im Anhang in Tabelle 13 aufgefuhrt.

5.5 Ergebnisse des Western Blot fiir p-ERK2

Eine Phosphorylierung von p-ERK2 findet im Gegensatz zu p-STAT3 sowohl bei
Stimulierung der Zellkulturen mit LIF als auch ohne Stimulierung statt (Tabelle 11,
Abb. 26+28). Es zeigte sich fur alle Serumgruppen, dass die Phosphorylierung des
Proteins nach Zugabe von LIF hdher war als ohne Stimulation: Kontrollgruppe
(Kontrolle — Kontrolle+LIF, p = 0,110), NSS-Gruppe (NSS — NSS+LIF, p = 0,252),
GSS-Gruppe (GSS — GSS+LIF, p = 0,054) sowie PES-Gruppe (PES — PES + LIF,
p = 0,205).

Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Die Signifikanzanalyse

erfolgte mittels des ungepaarten t-Tests nach Welch.

Tabelle 11: Densitometrische Auswertung der Phosphorylierung von p-ERK2 in
unterschiedlich stimulierten JEG3-Zellen mittels Western Blot. JEG3-Zellen wurden in drei
Ansatzen fir 7 Tage mit Medium und Serum einer Nicht-Schwangeren-, einer Normal-
Schwangeren und Serum von jeweils einer von drei Praeklampsie-Probandinnen (PE1, 10
und 11) inkubiert und anschlielRend lysiert. B-Aktin diente als Auftragskontrolle gegen welche
die Bandenintensitat von p-ERK2 normalisiert wurde. Dargestellt sind die relativen p-ERK-
Expressionen in Prozent (Kontrolle + LIF = 100%), n = 3.

Ansatz | 1 2 3 Mittel- | oy
wert

Kon- 9131 |5729 |5646 |6835 |11,48

trolle

NSS 5607 |44,02 |1138 |7160 |2143

GSS 7609 |3844 |5312 |5618 |11.23
PET | PE10 | PE11

PES 118.09 | 5804 | 10885 | 2499 | 1867

Kontrolle

s 100 | 100 100 100,00 | 0,00

I':'|§3+ 7405 |1246 |127.8 | 10882 |17.41

S§S+ 107,97 | 8322 | 9335 |9485 |7.18

PES+ | PE1 | PE10 | PE11

LIF 168.93 | 103.73 | 26353 | (&7 | 4639
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Abb. 28: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen p-ERK2-
Expression fur die verschiedenen Serumgruppen (Kontrolle + LIF = 100%), n = 3.

Es konnte eine (nicht signifikant) héhere Phosphorylierungsintensitat von p-ERK2
gegenuber der Kontrollgruppe festgestellt werden, wenn die JEG3-Zellen mit Nicht-
Schwangeren- oder Praeklampsie-Serum versetzt wurden, unabhangig davon, ob die
Proben mit LIF stimuliert wurden oder nicht. Dagegen zeigte sich die
Proteinexpression gegenuber der Kontrollgruppe erniedrigt, wenn Gesund-
Schwangeren-Serum zugegeben wurde, unabhangig von der LIF-Stimulation
(Abb. 28, Tabelle 11).
Bei Inkubation der JEG3-Zellen mit Praeklampsie-Serum zeigte sich eine (nicht
signifikant) hohere Phosphorylierungsintensitat von ERK2 gegenuber der Inkubation
mit Nicht-Schwangeren- oder Gesund-Schwangeren-Serum. Auch nach Stimulation
mit LIF war die Phosphorylierungsintensitat von ERK2 héher mit PE-Serum als nach
Inkubation mit Nicht-Schwangeren- oder Gesund-Schwangeren-Serum, wenn auch
nicht signifikant (Abb. 28, Tabelle 11).
Die Phosphorylierungsintensitat von ERK2 bei Inkubation mit Gesund-Schwangeren-
Serum war (nicht signifikant) niedriger als bei Inkubation mit Nicht-Schwangeren-
oder Praeklampsie-Serum unabhangig von der Stimulation mit LIF (Abb. 28, Tabelle
11).
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Alle Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (t-Test, p jeweils > 0,05). Die
Irtumswahrscheinlichkeiten beim Vergleich der Gruppen untereinander sind

detailliert im Anhang in Tabelle 14 aufgefuhrt.

Insgesamt war die Phosphorylierungsintensitat der Proteine nach Inkubation mit
Praeklampsie-Serum und Stimulation mit LIF gegenuber der Inkubation mit Gesund-
Schwangeren- und Nicht-Schwangeren-Serum und Stimulation mit LIF sowohl in der
Versuchsreihe mit STAT3, als auch mit ERK1 und ERK2 am hdéchsten. Dagegen
zeigte sich die Phosphorylierung nach Inkubation mit Gesund-Schwangeren-Serum
und Stimulation mit LIF in allen Experimenten am niedrigsten. Die Unterschiede

waren jedoch nicht signifikant (p jeweils > 0,05).
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6 Diskussion

Die Praeklampsie ist ein bedeutendes und schweres Krankheitsbild in der
Schwangerschaft, welches lebensbedrohliche Folgen flr Mutter und Kind haben
kann. Bis heute sind die molekularen Entstehungsmechanismen trotz intensiver
Forschungsarbeit nicht hinreichend geklart. Klarheit auf dem Gebiet der
Ursachenforschung koénnte zu Fortschritten in der Entwicklung madglicher
Behandlungsstrategien flhren.

In dieser Arbeit soll der Einfluss von humanem Schwangeren-Serum auf
Trophoblastzellen dargestellt werden. Hierbei liegt der Fokus auf einem Vergleich der
Wirkung von Gesund-Schwangeren-Serum (GSS) und Praeklampsie-Serum (PES)
auf JEG3-Zellen.

Insbesondere untersuchten wir den Einfluss des humanen Serums auf den JAK-
STAT- und MAPK-Kinase-Signalweg, welche als zentrale Aktivierungswege der
Zellregulierung gelten. Hierbei konzentrierten wir uns auf die Untersuchung der
Phosphorylierung der intrazellularen Signalmolekile STAT-3 und ERK1/2, welche

eine besondere Rolle in der Plazentation spielen (Fitzgerald et al. 2005a).

6.1 Diskussion der Verwendung von JEG3-Zellen als Modell fiir humane
Trophoblastzellen
Die Experimente erfolgten mit der humanen Chorionkarzinomzelllinie JEG3 als
Modell flir Trophoblastzellen. Es handelt sich hierbei um maligne transformierte
Zellen, welche oft ein verandertes Genexpressionsmuster aufweisen (Bischof und
Irminger-Finger 2005). Obwohl JEG3-Zellen den humanen Trophoblastzellen ahneln,
kommt den Versuchen lediglich ein Modellcharakter zu. Die Ergebnisse kdnnen
maoglicherweise nicht vollstandig auf Signalwege in vivo Ubertragen werden.
Jedoch ist es notwendig, auf diese ,Modellzellen® zurickzugreifen. Die Isolierung und
damit Verwendung menschlicher Trophoblastzellen ist aufgrund begrenzter
Verfligbarkeit humanen plazentaren Materials und deren langwieriger, komplizierter
Extrahierungsschritte schwierig. Weiterhin ist eine Kultivierung dieser Zellen aufgrund
ihrer kurzen Lebensdauer erschwert.
Zudem wurden Untersuchungen an Plazentazellen verschiedener Mutter aufgrund
unterschiedlicher biologischer Ursprange (verschiedene Erkrankungen,
Schwangerschaftsverlaufe etc.) eine groflere Varianz der Ergebnisse erwarten
lassen.
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6.2 Diskussion des Einflusses von humanem Serum auf die Proliferationsrate
von JEG3-Zellen

Die Durchfihrung des MTT-Tests diente zur Uberpriifung des Einflusses steigender
Humanserumkonzentrationen (1 %, 2 % und 5 %) und unterschiedlicher
Serumeigenschaften (Nicht-schwanger, Gesund-schwanger, Praeklampsie) auf das
Proliferationsverhalten von JEG3-Zellen.

Bei der Planung unserer Versuchsreihe orientierten wir uns an der vorliegenden
Studie von Mahameed et al (Mahameed et al. 2005). Diese Studie kultivierte JAR-
Zellen mit Humanserum von Gesund-Schwangeren und Praeklampsiepatientinnen in
einer Konzentration von 10 %. Hierbei zeigte sich, dass bei Zugabe von PE-Serum
Zellproliferation, -invasion und MMP-2-Sekretion in JAR-Zellen inhibiert wurden. In
unseren Vorversuchen Uberlebten die JEG3-Zellkulturen schon die Zugabe von
5 %igem humanem Serum nicht, unabhangig davon, ob es sich um Serum erkrankter
oder nicht-erkrankter Probandinnen handelte. Zur moglichen Ursachenfindung des
inhibierenden Charakters von Serumkonzentrationen hoher als 1 % fuhrten wir den

vorliegenden Proliferationsassay durch.

Das Proliferationsverhalten der JEG3-Zellen zeigte signifikante Veranderungen bei
steigender Zellzahl pro Well und Zunahme der Proliferationszeit unabhangig von der
Serumkonzentration und der Zusammensetzung des Serums. Wahrend die
Proliferation von 5.000 Zellen nach 24h und 48h signifikant anstieg, nahm die
Zellproliferation von 10.000 Zellen nach Inkubation von 48h und von 20.000 Zellen
bereits nach 24h signifikant ab. Moglicherweise befanden sich zu viele Zellen in
einem Well, sodass aufgrund begrenzter Platzkapazitat und Nahrstoffmangels keine
Zellvermehrung stattfinden konnte, die Zellen also ihre eigene Proliferation
verhinderten.

Im Versuch zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Zellproliferation bei
Inkubation  mit  steigender = Serumkonzentration  unabhangig von  der
Zusammensetzung des Serums.

Eine mdogliche Ursache dafir, dass unsere Zellen die Zugabe hoherer
Humanserumkonzentrationen nicht Uberlebten, kdénnte die Art der verwendeten
Chorionkarzinomzelllinie darstellen. In der Studie von Mahameed et al. wurden die
Experimente mit JAR-Zellen durchgefuhrt. Wir verwendeten JEG3-Zellen. Beide
Zellpopulationen sind  Chorionkarzinomzelllinien, welche als Modell fur
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Trophoblastzellen in der wissenschaftlichen Forschung Einsatz finden. Diese
Zelllinien unterscheiden sich in Bezug auf Wachstums- und Proliferationsverhalten
(Mandl et al. 2002) und machen somit die verschiedenen Ergebnisse im MTT-Assay
erklarbar. Zum Beispiel wachsen JAR-Zellen als multizellulare Spharoide, im
Gegensatz dazu bilden JEG3-Zellen Monolayer-Zellverbande.

Wir kultivierten die JEG3-Zellen mit 10 % fetalem Kalberserum und Humanserum.
Eventuell konnte durch Verwendung von 10 % fetalem Kalberserum und zusatzlich
5 %igem humanen Serum insgesamt eine zu hohe Serumkonzentration vorgelegen
haben, welche das Zellwachstum der JEG3-Zellen gehemmt haben kdnnte.

Die Inkubation der Zellen mit humanem Serum erfolgte fur 7 Tage unter
Standardbedingungen. Es waren Versuche mit einer kirzeren Inkubationszeit zu
erwagen, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass schon vor Durchfiihrung des
Proliferationsassays ein hemmender Effekt des humanen Serums durch die

Inkubationszeit hervorgerufen wurde.

Entgegen unserer Hypothese, dass Praeklampsie-Serum das Proliferationsverhalten
von JEG3-Zellen hemmen wirde, erscheint es durch die Ergebnisse unseres MTT-
Tests mdglich, dass die metabolische Aktivitat von JEG3-Zellen in gleicher Weise
verandert wird, wenn die Zellen mit Praeklampsie-Serum oder Nicht-Schwangeren-
und Gesund-Schwangeren-Serum versetzt werden.

In der Literatur werden gegensatzliche Einflusse auf das Proliferationsverhalten von
Trophoblastzellen bei einer Praeklampsie beschrieben.

Mahameed et al. zeigten, dass die Zellproliferation von JAR-Zellen durch Serum von
Praeklampsie-Patientinnen gehemmt wurde. Sie konnten ein Zellwachstum von 6 %
bei Zugabe von Praeklampsie-Serum gegenuber einem von 30 % bei Zugabe von
Gesund-Schwangeren-Serum messen (Mahameed et al. 2005).

Weiterhin konnte eine hohere miR-141-Expression in Plazenten von Praeklampsie-
Patientinnen gegenuber Plazenten Gesund-Schwangerer gefunden werden, die miR-
141-Inhibition flUhrte zu einer reduzierten Invasionsfahigkeit in Trophoblastzellen
(Ospina-Prieto et al. 2016). miR-141 ist eine schwangerschaftsassoziierte miRNA,
welche in erhdhter Konzentration durch Trophoblastzellen in maternalem Plasma im
3. Trimester exprimiert werden.

Kaya et al. dagegen fanden heraus, dass die Proliferation villéser Trophoblastzellen

in Praeklampsie-Patientinnen gesteigert war, und vermuteten hierfir eine verstarkte
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Zellregeneration nach Verletzungen der villdsen Oberflache bei Praeklampsie (Kaya
et al. 2015).

Andere Studie bestatigen unsere Ergebnisse, dass bei Trophoblastzellen von
Praeklampsie-Patientinnen kein verandertes Proliferationsverhalten gegenuber
Gesund-Schwangeren zu finden ist.

So konnten Jeschke et al. eine erhdohte Expression des Proliferationsmarker Ki-67
und des Tumorsuppressorgens p53 in Zytotrophoblastzellen aus Plazenten mit
HELLP-Syndrom, keine Unterschiede jedoch in der Expression dieser Marker
zwischen praeklamptischen Zytotrophoblastzellen und gesunden
Zytotrophoblastzellen nachweisen. Auch in IUGR-Zytotrophoblastzellen zeigte sich
keine veranderte Ki-67-Expression (Jeschke et al. 2006). Ebenso fanden Prusac et
al. eine héhere Apoptose- und Proliferationsrate in villdésen Trophoblastzellen bei
Patientinnen mit HELLP-Syndrom gegentber Gesund-Schwangeren, bei PE-
Patientinnen jedoch nur hohere Apoptoselevel und keine Unterschiede der
Proliferation (Prusac et al. 2011).

Bereits in einer Studie von 1996 wurde dargelegt, dass lediglich Zellplasma von
Praeklampsie-Patientinnen das endotheliale Zellwachstum um 20 % gegenlber
Gesund-Schwangeren supprimiert, nicht jedoch Zellserum (Smarason et al. 1996).
Es sind weitere Experimente mit hdheren Fallzahlen notig, die untersuchen, ob das
Proliferationsverhalten von trophoblastaren Zellen durch Zellplasma unterschiedlicher
Konzentrationen oder auch durch Serum von Patientinnen mit HELLP-Syndrom oder

einer IUGR gegenuber Gesund-Schwangeren-Serum beeinflusst wird.

Anhand des Proliferationsassays liel3 sich keine Erklarung fir einen hemmenden
Einfluss auf die Inkubation mit Humanserum hoherer Konzentrationen finden.
Aufgrund der experimentellen Gegebenheiten in unseren Versuchen entschieden wir

uns fur eine Serumkonzentration von 1 % im weiteren Studienverlauf.

6.3 Diskussion des Einflusses von humanem Serum auf die Apoptoserate von
JEG3-Zellen

Analog dem Proliferationsassay sollte mittels Apoptoseassay analysiert werden,
inwieweit die steigende Konzentration (1 %, 2 % und 5 %) und Zusammensetzung

von humanem Serum einen Einfluss auf das Apoptoseverhalten von JEG3-Zellen
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hat. Wir verglichen hierbei den Einfluss von Gesund-Schwangeren- und
Praeklampsie-Serum.

Mittels Apoptoseassay lasst sich die Zahl der in Apoptose-befindlichen Zellen exakt
bestimmen. Er stellt also eine objektive Messmethode dar.

JEG3-Zellen sind adharente Zellen und mussen durch verschiedene Lésungs- und
Zentrifugationsschritte fur die Versuche vorbereitet werden. Zum Losen der Zellen
vom Boden der Kultivierplatte versetzten wir diese zunachst mit Trypsin und
benutzten anschlieRend einen Zellschaber. Durch diesen Zellstress kdnnte schon
allein eine Apoptose induziert worden sein, sodass die vorliegenden Ergebnisse in
Bezug auf die Apoptoserate falsch positiv sein konnten. Bundscherer et al.
untersuchten die Membranschadigung sechs verschiedener maligner, adharenter
Zelllininen, wenn diese mittels Trypsinierung oder mechanisch durch Schaben oder
Waschen vorbereitet wurden. Dabei zeigte sich eine hohe Zellzahl der Zelllinien
HAT 29, PANC 1 und A-673 Annexin-V-positiv nach mechanischer Vorbehandlung
und damit falsch positiv fur eine Apoptose (Bundscherer et al. 2013).

Da jedoch flir unsere Versuche stets der gleiche Versuchsaufbau verwendet wurde,
die JEG3-Zellen also immer gleich behandelt wurden, kann dieser Einfluss

vernachlassigt werden.

Ebenso wie bei Durchfiihrung des Proliferationsassays liel3 sich bei diesem Versuch
kein Unterschied im Apoptoseverhalten der JEG3-Zellen bei Inkubation mit
steigender Serumkonzentration bestimmen, unabhangig davon, ob es sich um Serum
einer an Praeklampsie-erkrankten oder gesund-schwangeren Probandin handelte.
Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen konnte man also annehmen, dass
auch bei steigender Humanserumkonzentration (zumindest bis 5 %) weder das
Proliferations- noch das Apoptoseverhalten von JEG3-Zellen beeinflusst werden.
Vergleicht man jedoch das Apoptoseverhalten bei Versetzen der JEG3-Zellen mit
Gesund-Schwangeren- und Praeklampsie-Serum, lasst sich eine (nicht signifikant)
erhdhte Apoptoserate bei Inkubation mit Gesund-Schwangeren-Serum finden.

Es ware also moglich, dass Serum abhangig vom Zustand oder der Erkrankung der
Patientin einen Einfluss auf die Apoptoserate von trophoblastaren Zellen haben
konnte. Die Entstehung der Praeklampsie konnte also durch eine fehlerhafte
Apoptose, also eine fehlende Apoptoseinduktion von Trophoblastzellen bedingt sein.
Durch Apoptose wird eine regelrechte Zellhomobostase gewahrleistet, funktioniert
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diese Regulierung nicht, kann dies zu einer verminderten oder eben
uberschie3enden Zellvermehrung fuhren.

Dagegen sprechen zahlreiche Studien, die postulieren, dass eine mogliche Ursache
der Entstehung der Praeklampsie eine erhohte Apoptoserate von Trophoblastzellen
darstellt (Gauster et al. 2009, Prusac et al. 2011, Sharp et al. 2014). Man nimmt an,
dass bei der Entstehung einer Praeklampsie sowohl Proliferation als auch Fusion von
Zytotrophoblastzellen und damit reaktiv die Apoptose des Synzytiotrophoblasten
gesteigert sind (Huppertz und Kingdom 2004).

In einigen Plazenten in der Frihschwangerschaft fanden sich jedoch vermehrte
Zytotrophoblast-Kolumnen (sogenannte Zellinseln), welche keine Verbindung zur
Uteruswand aufnehmen konnten. Es ist wunklar, warum sie in einigen
Schwangerschaften in groRer Anzahl vorkommen und in anderen nicht (Genbacev
und Miller 2000). Moglicherweise kénnten sie einen Kompensationsmechanismus
gegenuber oxidativem Stress darstellen, zum Beispiel waren Zellinseln im
Zusammenhang mit maternalem Zigarettenkonsum erhoht (Zdravkovic et al. 2006).
Auch bei einer Praeklampsie wurden vermehrte Zellinseln gefunden (Redline und
Patterson 1995). Es liegt also eine Zellvermehrung vor, jedoch von unreifen
Trophoblastzellen mit fehlerhafter Funktion, eventuell bedingt durch eine gestorte

Apoptoseinduktion.

Die bisher erhaltenen Ergebnisse sind als orientierend anzusehen, da wir den
vorliegenden Apoptoseassay mit Serum nur einer gesunden Schwangeren und einer

Praeklampsie-Patientin durchfihrten.

6.4 Diskussion des Einflusses von PE-Serum auf die Phosphorylierung von
STAT3 in JEG3-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Phosphorylierung von STAT3 und damit die
Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges in trophoblastaren Zellen untersucht. Hierbei
lag das Hauptaugenmerk darauf, eine mogliche veranderte
Phosphorylierungsaktivitat dieses Signalmolekiils in  Trophoblastzellen bei
Schwangerschaften mit Praeklampsie gegenuber Schwangerschaften ohne
Erkrankung darzustellen, da es fundamentale Funktionen dieser Zellen steuert
(Fitzgerald et al. 2008).
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Abb. 29: Schema zur Hypothese der Wirkung von LIF auf die Aktivierung von STAT3 und
ERK1/2 und die dadurch bedingte Beeinflussung der Trophoblastinvasion bei einer normalen
Schwangerschaft und bei einer Praeklampsie anhand unserer Ergebnisse

Wie in der Abbildung 24 (Ergebnisse) zu sehen ist, lasst sich nur durch eine
Aktivierung mit LIF eine signifikante Phosphorylierung von STAT3 erreichen,
unabhangig davon, ob die JEG3-Zellen mit Nicht-Schwangeren-, Gesund-
Schwangeren- oder PE-Serum inkubiert wurden. Diese Ergebnisse bestatigen
unsere Hypothese, dass LIF Uber eine STAT3-Aktivierung auf trophoblastare Zellen
wirkt und damit einen entscheidenden Aktivierungsfaktor der Trophoblastinvasion
darstellt (Abb. 29, rote Pfeile), wie bereits in vorherigen Studien belegt wurde
(Poehlmann 2005, Fitzgerald 2005a). So konnte durch STAT3-,Knock Down®-
Versuche in Trophoblastzellen bewiesen werden, dass ihr Invasionsvermogen
reduziert wurde, wenn kein LIF vorhanden war oder dessen Signalweg unterbrochen
wurde (Poehlmann et al. 2005).

Dass LIF ein wichtiger Mediator der Plazentation ist, konnten bereits Stewart und
Cullinan 1997 beschreiben. So fanden sie heraus, dass es sowohl essentiell fur die
Implantation des Embryos als auch fir die Dezidualisierung des Uterus ist (Stewart
und Cullinan 1997). LIF-,Knock Out‘-Mause konnten keine erfolgreiche
Schwangerschaft austragen, wenn nicht LIF intrauterin injiziert wurde (Stewart et al.
1992). Eine Implantation kann ohne LIF zwar stattfinden, jedoch sterben die
Embryonen aufgrund einer unzureichenden Plazentafunktion innerhalb von 24
Stunden (Ware et al. 1995).
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Entgegen unserer Hypothese, dass bei Versetzen der Trophoblastzellen mit
Praeklampsieserum die LIF-vermittelte Phosphorylierung von STAT3, damit die
Trophoblastzellinvasion reduziert und die vollstandige Ausbildung der Plazenta
gestort werden wirde, zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der LIF-
vermittelten-STAT3-Phosphorylierung bei Inkubation mit PE-Serum gegenuber
Gesund-Schwangeren-Serum (Abb. 29). Im Gegenteil, die Phosphorylierung von
STAT3 war sogar bei Zugabe von PE-Serum gegenuber Gesund-Schwangeren- oder
Nicht-Schwangeren-Serum erhéht, wenn auch nicht signifikant.

Bisher ist unklar, inwieweit STAT3 die Pathogenese einer Praeklampsie bedingt.
Zhang et al. fanden geringere Expressionen von STAT3 und p-STAT3 in
extravillésen Zytotrophoblastzellen, villdsen Trophoblastzellen und der gesamten
Plazenta bei Patienten mit schwerer PE gegenuber Plazenten normotensiver
Schwangerer (Zhang et al. 2015). Auch Weber et al. zeigten, dass die Expression
von STAT3 in Trophoblast- und Deziduazellen bei einer Praeklampsie reduziert ist
(Weber et al. 2012).

Es existieren jedoch auch Studien, welche sich mit unseren Ergebnissen decken. Xu
et al. konnten erhéhte Expressionslevel von JAK und STAT3 in Plazentagewebe von
PE-Patientinnen gegenuber Normal-Schwangeren nachweisen und nehmen an, dass
durch Hypoxie der JAK/STAT3-Signalweg aktiviert wird, was die Uberlebensfahigkeit
von Trophoblastzellen und Angiogenese bei einer PE fordert und die Apoptose
dieser Zellen reduziert (Xu et al. 2017). Eine weitere Studie zeigte, dass erhdhte
p-STAT3-Expressionen in Endothelzellen von Plazenten mit einer PE assoziiert
waren und zu fehlerhafter Angiogenese, proinflammatorischer Zytokin-Expression
und Plazentastress gefuhrt haben kénnten (Zozzaro-Smith et al. 2015).

Das Trophoblastenwachstum ahnelt dem invasiven Wachstum von Tumorzellen.
Bollrath et al. bewiesen, dass STAT3/p-STAT3 mit Tumorprogression korrelierte, und
fanden hohe STAT3 und p-STAT3-Level bei verschiedenen Krebserkrankungen
(Bollrath et al. 2009). Man konnte also annehmen, dass sich dies auf das Wachstum

von Trophoblastzellen Ubertragen Iasst.

Viele Zytokine, die eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung spielen,
wirken Uber den JAK-STAT-Signalweg, so zum Beispiel HGF, IL-6, IL-11, GM-CSF
und auch LIF (Fitzgerald et al. 2008). Es wird angenommen, dass ein ,Crosstalk®
zwischen verschiedenen Liganden/Rezeptoren besteht, welche den Defekt anderer
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Signalwege kompensieren (Hana und Murphy 1994). So koénnten in unseren
Versuchen Interaktionen verschiedener anderer Seruminhalte mit den Rezeptoren

des JAK-STAT-Signalweges vorliegen, welche die Ergebnisse beeinflussen.

6.5 Diskussion des Einflusses von PE-Serum auf die Phosphorylierung von
ERK1/2 in JEG3-Zellen

Einen weiteren wichtigen Signalweg bei der Plazentation stellt der MAPK-Kinase-
Weg dar. Sowohl der JAK-STAT- als auch der MAPK-Kinase-Weg wird von
Zytokinen genutzt, welche die Trophoblastentwicklung steuern (Mudgett et al. 2000).
Um die Ergebnisse der p-STAT3-Versuchsreihe mit dem MAPK-Kinase-Weg
vergleichen zu kdnnen, fuhrten wir parallel Western Blots zum Nachweis von
p-ERK1/2 durch.

Die JEG3-Zellen wurden in gleicher Weise wie bei der Versuchsdurchfiihrung des
Western Blots fur STAT3 vorbereitet und mit Serum Nicht-Schwangerer, Normal-
Schwangerer und an Praeklampsie-Erkrankter inkubiert.

Entgegen der Phosphorylierung von STAT3 fand eine konstitutive Aktivierung von
ERK1/2 auch ohne Stimulation mit LIF statt. Die Phosphorylierungsintensitat von
ERK1 war jedoch nach Stimulation mit LIF zum Teil signifikant héher als ohne LIF
(Abb. 27, Abb. 29 rote Pfeile).

Es lieken sich auch bei diesem Versuch entgegen unserer Hypothese keine
erniedrigten Phosphorylierungsraten von ERK1/2 bei Inkubation der JEG3-Zellen mit
Praeklampsieserum nachweisen (Abb. 29). Im Gegenteil, wie in der
Versuchsanordnung mit STAT3 war auch hier die Phosphorylierung des ERK1 und 2
bei Inkubation mit Praeklampsieserum unabhangig von der Stimulation mit LIF
gegenuber der Stimulation mit Gesund-Schwangeren- und Normal-Schwangeren-
Serum erhoht, wenn auch nicht signifikant.

Dies liel3 sich bereits in anderen Studien aufzeigen. Szabo et al. zeigten, dass
p-ERK1/2 in Plazenten mit Preterm-Praeklampsie und HELLP-Syndrom hdher war
als in Plazenten gesunder Schwangerer. Die Aktivierung von ERK1/2 kénnte also an
Trophoblastfunktionsstérungen wie dem HELLP-Syndrom beteiligt sein (Szabo et al.
2015).

Eine andere Studie fand heraus, dass die Wirkung von Schadstoffen in
Trophoblastzellen Uber den MAPK-Signalweg vermittelt wird. Benzopyren (als
gesundheitsgefahrdender Schadstoff) wurde HTR-8/SVneo-Zellen zugegeben, was
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zur Inhibition der Migration und Invasion dieser Zellen flhrte. Hieraus lasst sich
ableiten, dass der MAPK-Signalweg Stressreaktionen vermittelt und bei Zustanden
der Zellgefahrdung vermehrt aktiviert wird (Liu et al. 2015).

LIF triggert die Phosphorylierung sowohl des JAK/STAT- als auch des MAPK-
Signalweges unabhangig voneinander innerhalb weniger Minuten. ERK1/2
unterdrickt die STAT3-Phosphorylierung und ist ein Antagonist der STAT3-DNA-
Bindungsplatze im Zellkern (Szabo et al. 2015). Durch den ,Crosstalk” zwischen den
Signalwegen koénnten die Ergebnisse des jeweiligen Versuches beeinflusst worden
sein. Es ware zu erwagen, die Versuche durch Inhibition des jeweils anderen
Signalmolekuls zu verifizieren.

Wir fuhrten die Versuche zur Phosphorylierung von ERK1/2 mit nur drei
verschiedenen Sera von Praeklampsie-Patientinnen durch. Eine adaquatere

Aussage lielde sich durch Erhéhung der Fallzahl erzielen.

6.6 Diskussion der Methodik und Durchfiihrung des p-STAT3- und p-ERK1/2-
Western Blots

Eine mdgliche Ursache daflr, dass sich unsere Ergebnisse nicht mit unserer
Hypothese decken, konnte die unterschiedliche Serumzusammensetzung der
verschiedenen schwangeren Probandinnen sein. Humanes Serum besteht zu 91 %
aus Wasser, zu 7 % aus Proteinen (im wesentlichen Albuminen) und zu 2 % aus
Elektrolyten, Nahrstoffen sowie anderen kleinmolekularen Substanzen. Weiterhin
enthalt es Bestandteile der Blutgerinnung in aktiver Form wie Thrombin. Individuell
variiert die Zusammensetzung des Serums eines jeden Menschen von Natur aus.
Beeinflusst werden kann diese durch aullere Faktoren wie Entziindungen oder
Infekte, Hormonstatus, Ernahrungssituation oder Erkrankungen wie eben eine
Praeklampsie.

Der Blutentnahmezeitpunkt der Proben konnte nicht normiert werden. Deshalb
mussten Proben und Laborwerte von Patientinnen verglichen werden, die nicht zum
gleichen Zeitpunkt gewonnen wurden.

Wir verwendeten Proben von Frauen mit Geburtsjahren zwischen 1971 und 1987.
Weiterhin differierte das Schwangerschaftsalter von 15+1. bis 38. SSW. Bei einer
Patientin lag zusatzlich zu den Praeklampsiesymptomen eine Blasenmole vor. Auch
bei einer Mole konnten erhéhte p-STAT3-Level in Zytotrophoblast- und
Synzytiotrophoblastschichten detektiert werden (Kato et al. 2006).
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Zwischen der Schwangerschaftswoche der Praeklampsiepatientinnen und p-STAT3-
Expression bestand eine geringe negative Korrelation (R = -0,238, n = 13), welche
nicht signifikant war. Man kdonnte man also annehmen, dass bei hoherer Anzahl an
Schwangerschaftswochen eine niedrigere Proteinexpression vorlage. Mit 0,238 ist
dieser Wert recht klein, sodass lediglich von einer geringen Korrelation ausgegangen
werden kann.

Weiterhin wurde zur Kontrolle Serum nur einer Gesund-Schwangeren und einer
Nicht-Schwangeren Probandin genutzt. Die Ergebnisse sind also als orientierend

anzusehen und sollen als Grundlage fir weiterfUhrende Studien angesehen werden.

In der Durchfihrung der Untersuchungen wurden die Proben eingefroren gelagert,
mussten jedoch zum Teil mehrfach aufgetaut werden, um wiederholte Messungen
durchfihren zu kdénnen. Ob und in welchem Ausmal® das Auftauen die
Messergebnisse beeinflusst haben kdnnte, ist unklar.

In Hinblick auf die Versuchsanordnung lasst sich festhalten, dass aufgrund
verschiedener technischer Widrigkeiten kein durchgehend einheitliches Protokoll
verwendet werden konnte. So fand zu Beginn der Versuchsreihe die Immundetektion
mittels manueller Fotoentwicklung, im weiteren Versuchsablauf mittels
Computerdetektion ChemiBis statt. Durch die Verwendung des ChemiBis lieRen sich
die Western Blots unmittelbar ohne vorheriges Scannen nach manueller
Fotoentwicklung auswerten. Hierdurch konnte eine hohere Auflésung und damit
genauere Analyse der Banden erreicht werden.

Weiterhin wechselten wir im Verlauf die Blocklosung von NetG auf Milchlosung.

Die Studie von Mahameed 2005 verwendete Serumkonzentrationen von 10 %, wir
jedoch nur eine von 1 %. Mdglicherweise stellt dies eine zu niedrige Konzentration
fur einen signifikanten Einfluss auf die Trophoblastzellinvasion dar.

Um eine adaquate Aussage treffen zu kdnnen, missen weitere Studien mit hoheren
Serumkonzentrationen und hoheren, standardisierten Fallzahlen sowohl der PE- also

auch der Kontroll-Probandinnen durchgefiihrt werden.

6.7 Diskussion des Zusammenhangs zwischen p-STAT3- und p-ERK1/2-
Expression und Pathogenese der Praeklampsie

Es gibt aktuell viele Ansatze zur Bestimmung von Faktoren, welche bei einer
Praeklampsie im Schwangeren-Serum verandert sein kénnten. Dazu gehéren sFlt,
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Endoglin und extrazellulare Synzytiotrophoblast-Vesikel (STBEV). Verschiedene
Studien zeigen, dass diese Faktoren in diversen Zellen und Geweben Uber die
Expression von STAT3 und ERK1/2 wirken.

Wie in der Einleitung erwahnt, kdnnte fir eine Praeklampsie eine systemische
endotheliale Dysfunktion ursachlich sein, es Uberwiegen die antiangiogenen
gegenuber den angiogenen Faktoren (Schlembach 2003).

sFIt als antiangiogener Faktor bindet VEGF und PIGF, welche die Angiogenese
beglinstigen, und entzieht diese so dem Endothel. Die Bestimmung des sFlt (erhéht)
und des plazentaren Wachstumsfaktors PIGF (erniedrigt) sowie des sFIt-1/PIGF-
Quotienten (erhoht) aus dem peripheren mutterlichen Blut kann zur Friherkennung
der Praeklampsie in der zweiten Schwangerschaftshalfte genutzt werden (Maynard
et al. 2003). Die Bestimmung macht es den Geburtshelfern mdglich, die Zeit zur
Induktion einer Lungenreife oder die Verlegung in ein Perinatalzentrum bemessen zu
konnen. Weiterhin kann abgeschatzt werden, ob die Prolongierung der
Schwangerschaft einen Nutzen oder eher Schaden fur Mutter und Kind haben wird.
STAT3 spielt eine wichtige Rolle sowohl bei der physiologischen Angiogenese als
auch bei pathologischen Zustanden unter anderem Uber Regulation der
transkriptionellen Aktivierung von VEGF (Chen und Han 2008). Xu et al. konnten
zeigen, dass durch Inhibition von STAT3 die VEGF-Expression in vitro geblockt und
Tumorwachstum und Angiogenese in vivo gehemmt wurden (Xu et al. 2005).

Auch die Aktivierung von ERK1/2 (ebenso AKT1 und p38-MAPK) ist wichtig flr
VEGF-stimulierte endotheliale Zellproliferation und —differenzierung (D'Angelo et al.
1995). Fur die FGF2-stimulierte Zellproliferation und —migration von endothelialen
Milz-Zellen in Mausen zum Beispiel wird die simultane Aktivierung von ERK1/2 und
p38-MAPK bendtigt (Tanaka et al. 1999).

Andererseits zeigte sich, dass die Inhibition von p38-MAPK die VEGF-induzierte
Angiogenese in HLDME-Zellen (human lung-derived microvascular endothelial cells)
verstarkte, begleitet durch ein prolongierte ERK1/2-Aktivierung (Issbricker et al.
2003). Somit ist auch eine antagonistische Regulierung zwischen p38-MAPK und
ERK1/2 wichtig fir die Angiogenese bestimmter Zellen.

Ebenso fand sich eine Aktivierung von ERK1/2 durch VEGF in OFPAE-Zellen (ovine
fetal placental artery endothelial cells), welche aus Sekundar- und Tertiarzotten der
Nabelschnurarterien des Mutterschafes in der spaten Schwangerschaft gewonnen
wurden (Zheng et al. 2005).
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Maoglicherweise wird die Expression von VEGF uber STAT3 und ERK1/2 reaktiv
erhoht, wenn VEGF bei einer Praeklampsie von sFIt gebunden wird und so nicht
mehr der Angiogenese zur Verfugung steht. In unseren Versuchen zeigte sich eine
héhere Phosphorylierung der beiden Proteinen STAT3 und ERK1/2, wenn JEG3-
Zellen mit PE-Serum im Vergleich zu Normal-Schwangeren-Serum versetzt wurden,

was fur diese reaktive Aktivierung sprechen konnte.

Weiterhin konnte losliches Endoglin bei praeklamptischen Frauen in erhohter
Konzentration nachgewiesen werden. Daraus konnte eine vermehrte Bindung von
TGF (,transforming growth factor”) resultieren und damit eine anti-angiogene
Wirkung erklart werden (Venkatesha et al. 2006). Endoglin soll als Marker einer PE
besonders interessant sein, da es bereits Wochen vor Manifestation der Erkrankung
im Serum erhoht ist. Bei Patientinnen mit einer Early-onset-Praeklampsie konnte ein
starker Anstieg der Endoglin-Werte bis auf das Doppelte bereits ab der 17.-20. SSW
im Vergleich zu gesunden Schwangeren gezeigt werden (Levine et al. 2006).

Der ERK-Signalweg ist wichtig in der Entstehung einer Fibrose durch Regulierung
der Myofibroblasten-Differenzierung, -Proliferation und des Uberlebens dieser Zellen
(Pannu et al. 2007). Endoglin-Expression reduziert, TGF-B1 induziert die Kollagen-
Synthese Uuber den ERK1/2-Signalweg. So konnte in L6E9-Myoblasten eine
Aktivierung von ERK1/2 und p38-MAPK durch TGF-B1 nachgewiesen werden
(Rodriguez-Barbero et al. 2006). In epithelialen Zellen inhibiert TGF-f ERK1/2, in
dermalen Fibroblasten und mikrovaskularen Endothel-Zellen aktiviert es dieses
(Bandyopadhyay et al. 2011).

Andere Arbeiten konnten zeigen, dass Endoglin die Phosphorylierung von ERK1/2 in
hepatischen Sternzellen (hepatic stellate cells —-HSCs) erhoht (Meurer et al. 2013).
Diese Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Leberfibrose.

STAT3 und TGF-B1 kooperieren bei der Aktivierung von HSCs. Durch STATS3-
Aktivierung verschlechtert sich eine Leberfibrose Gber eine Hochregulation von TGF-
B1 (Xu et al. 2014).

Proteine der Extrazelluldren Matrix (unter anderem Fibronektin) koénnen zur
Entstehung und Verschlechterung einer renalen interstitiellen Fibrose beitragen.
Durch mechanischen Stress (als in-vitro-Modell fir eine chronisch-obstruktive
Nephropathie) werden Fibronektin und TGF-B1 hochreguliert und STAT3 aktiviert
(Hamzeh et al. 2015).
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Auch in unseren Experimenten wiesen wir eine hdohere STAT3- und ERK1/2-
Phosphorylierung bei Zugabe von PE-Serum zu den JEG3-Zellen nach. Endoglin

konnte also, da es bei Praeklampsie erhoht ist, diese Aktivierung bedingen.

Weiterhin nimmt man an, dass bei der Entstehung einer Praeklampsie mit IUGR
sowohl Proliferation als auch Fusion von Zytotrophoblastzellen und damit reaktiv die
Apoptose des Synzytiotrophoblasten gesteigert sind (Huppertz und Kingdom 2004).
Es existieren zwei Typen extrazellularer Vesikel (EV): Exosomen und Mikrovesikel.
Sie werden von aktivierten Zellen oder Zellen, die an pathophysiologischen
Prozessen beteiligt sind, abgegeben (Anderson et al. 2010). Exosomen sind kleiner
als Mikrovesikel (30-120 nm vs. 4-100 nm) (Colombo et al. 2014) und werden durch
Exozytose aus Zellen entlassen. Mikrovesikel sind membrangebunden und werden
von der Plasmamembran abgegeben (Colombo et al. 2014). Bisher konnten noch
keine oberflachenspezifischen Marker identifiziert werden, um Mikrovesikel und
Exosomen zu unterscheiden (Gould und Raposo 2013). Mikrovesikel kénnen von
verschiedenen Zelltypen abgespalten werden.

Verschiedene aktuelle Studien beschaftigen sich mit der Messung von
extrazellularen Synzytiotrophoblast-Vesikeln (STBEV), welche von der Plazenta
abgegeben (Gohner et al. 2015) und in den mutterlichen Kreislauf entlassen werden.
Bei einer gesunden Schwangerschaft haben sie eine immunregulatorische Funktion
durch Inhibition der T-Zell- und NK-Zell-Antwort. Bei einer Praeklampsie vermitteln
sie eine systemische Inflammation und antiangiogene Effekte sowie die Aktivierung
der Koagulation (Tannetta et al. 2013). Es werden bei einer Praeklampsie vermehrt
STBEV abgegeben (Germain et al. 2007), wodurch die typischen Kklinischen
Symptome entstehen kdnnen. Auch eine andere Zusammensetzung der STBEV
gegenuber der Normalschwangeren konnte ursachlich fur die Entstehung einer PE
sein (Gilani et al. 2016).

Mikrovesikel und Exosomen spielen durch Beeinflussung der Tumorangiogenese
eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung. Mikrovesikel aus verschiedenen
Tumorzellen kénnen den JAK-STAT- und den MAPK-Signalweg aktivieren. Ebenso
werden durch Mikrovesikel inflammatorische Prozesse aktiviert.

Zum Beispiel konnen Mikrovesikel miRNAs (microRNAs) enthalten, die die
Angiogenese der Umgebungszellen beeinflussen. Diese miRNA-Vesikel werden von
Tumorzellen abgegeben, aktivieren in Nachbarzellen den JAK-STAT-Signalweg (Lam
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et al. 2013) und dadurch Zellmigration und Angiogenese (Zhuang et al. 2012).
Melanom-Mikrovesikel wirken unter anderem uber den MAPK-Signalweg und
funktionieren so als ,Tumormessenger“ bei Progression des Melanoms (Zhao et al.
2015). Wie in der Einleitung beschrieben ahneln Trophoblastzellen Tumorzellen.
Auch in unseren Versuchen zeigte sich eine erhdhte Aktivierung des STAT3 und
ERK1/2 bei Zugabe von PE-Serum, was wiederum zu einer erhohten Expression von
STBEV fuhren konnte.

Bei paradontalen  Erkrankungen  wird durch  Mikrovesikel, die aus
Zahntaschenepithelzellen stammen, die Genexpression von Fibroblasten Uber den
ERK1/2-Signalweg moduliert und so eine Entziindung hervorgerufen (Bi et al. 2016).
Auch einer Praeklampsie liegen hochstwahrscheinlich inflammatorische Prozesse
zugrunde.

Eine erfolgreiche Schwangerschaft bendtigt verschiedene Interaktionen zwischen
dem maternalen Immunsystem und dem Fetus, damit dieser nicht als fremd erkannt
wird. Auch hierflr sind Mikrovesikel mitverantwortlich. So konnten Pap et al. zeigen,
dass Mikrovesikel aus Trophoblastzellen und maternalen Thrombozyten an
zirkulierende periphere T-Zellen binden und eine STAT3-Phosphorylierung
hervorrufen (Pap et al. 2008).

Es werden weitere Studien noétig sein, um die exakten molekularen Signalwege,

welche die Produktion von STBEYV stimulieren, zu identifizieren.
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7 Schlussfolgerungen und Ausblick

In den letzten Jahren sind enorme Fortschritte in der Erforschung der Pathogenese
der Praeklampsie erlangt worden. Dank der Ursachenforschung steht uns
mittlerweile eine Vielzahl von Screening-Markern mit positivem pradiktivem
Aussagewert (z. B. s-Flt-1/PIGF-Quotient, Endoglin) zur Verfigung. Es ist sinnvoll,
diese Marker im Blut mit klinischer Untersuchung und Ultraschalluntersuchung mit
Dopplersonographie der Aa. uterinae zu kombinieren, um ein maogliches Risikoprofil
zu erstellen. Durch frihe Detektion einer Risikosituation kann die Schwangere einer
intensivierten Schwangerschaftsvorsorge zugefuhrt werden.

Bereits in der Frihschwangerschaft kann im Rahmen des Ersttrimesterscreenings
eine Risikoeinschatzung durch Bestimmung des PAPP-A-Wertes ermoglicht werden.
Ist dieser Wert erniedrigt, ist das PE-Risiko erhoht (Poon 2009).

Die Erkennung einer Early-Onset-PE kann durch Kombination aus Anamnese,
Dopplersonographie der Aa. uterinae, Blutdruckkontrolle und Bestimmung von
PAPP-A und PIGF in bis zu 93,4 % erreicht werden (Akolekar 2013).

Ab dem zweiten Trimenon ist mit der Bestimmung des sFlit-1/PIGF-Quotienten sowie
des Endoglins in Verbindung mit Kklinischer Untersuchung wund uteriner
Dopplermessung, eine aussagekraftige Screeningmethode entwickelt worden. Bei
auffalligem uterinen Doppler und Kombination mit Messung von sFlt-1 und Endoglin
konnte z. B. in Studien von Stepan 2008 eine Sensitivitdt von 99 %, eine Spezifitat
von 93 % und ein positiv pradiktiver Wert von 71 % erreicht werden (Stepan et al.
2008).

Weiterhin existieren Ansatze zur Intervention auf Grundlage der Pathophysiologie.
Pilotstudien zur Entfernung des sFIT-1 aus dem maternalen Kreislauf durch eine
extrakorporale Apherese versprechen aussichtsreiche Ergebnisse.
Schwangerschaften mit PE konnten im Durchschnitt um vier Tage prolongiert werden
(Thadhani et al. 2011).

Zusammenfassend konnten wir in unseren Versuchen zeigen, dass die STAT3- und

ERK1/2-Aktivitat in trophoblastaren Zellen durch PE-Serum beeinflusst werden.

Méoglicherweise lassen sich STAT3 und ERK1/2 als weitere potentielle pradiktive

Marker einer Praeklampsie einsetzen, da sie sich in unseren Experimenten bei

Inkubation mit PE-Serum stets erhoht zeigten. Hierzu sind jedoch Studien mit

héheren Fallzahlen noétig. Wir sammelten im Zeitraum vom 28.05.2009 bis
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18.11.2009 acht Praeklampsie-Proben, worunter sich auch eine Blasenmole mit
Praeklampsie-Symptomen befand. Eine Praeklampsie tritt bei 4,6 % aller
Schwangerschaften weltweit auf (Abalos et al. 2013), es ist daher nicht einfach im

zeitlichen Rahmen der Promotion eine hohe Fallzahl zu erreichen.

Die Ergebnisse unseres MTT-Tests zeigen, dass die metabolische Aktivitat von
JEG3-Zellen entgegen unserer Annahme in gleicher Weise verandert wird, wenn die
Zellen mit Praeklampsie-Serum oder Nicht-Schwangeren- und Gesund-
Schwangeren-Serum versetzt werden. Dies deckt sich mit zahlreichen Studien zum

Proliferationsverhalten von Trophoblastzellen bei einer Praeklampsie.

Der von uns angefertigte Apopotoseassay zeigte niedrigere Apoptoserate von JEG3-
Zellen (nicht signifikant) bei Inkubation mit PE-Serum gegenliber Gesund-
Schwangeren-Serum. Wir vermuten also, dass Serum abhangig vom Zustand oder
der Erkrankung der Patientin einen Einfluss auf die Apoptoserate von

trophoblastaren Zellen haben konnte.

Die vorliegende Arbeit stellt den Beginn der Charakterisierung des Einflusses von
Praeklampsie-Serum auf Signalwege in der JEG3-Zelllinie bzw. in trophoblastaren
Zellen dar. Es ist notwendig, weitere Studien mit veranderten Versuchsbedingungen
durchzufihren, um die vorliegende Ergebnisse zu unterstiitzen, zum Beispiel durch
Verwendung hoherer Serumkonzentrationen. Weiterhin missen die Untersuchungen
auf andere trophoblastare Zellen und primare Plazentazellen ausgedehnt werden.
Ebenso sollte der spezifische Einfluss verschiedener weiterer fur die Plazentation
wichtiger Zytokine neben LIF wie z. B. IL-6, IGF2 oder HGF in den jeweiligen Seren
untersucht werden.

Dank der Grundlagenforschung werden uns in der Zukunft weitere Moglichkeiten

genauerer Diagnostik und therapeutischer Ansatze zur Verfigung stehen.
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9 Anhang

Verwendete Gerate und Materialien

Gerate
Autoklav
KSG-112
Brutschranke:
HERAcell CO2 Inkubator
FUNCTIONIine CO2 Inkubator
DurchfluBzytometer:
Flowmax Galaxy
FACSCalibur

KSG-Olching

Heraeus Instruments
Heraeus Instruments

DAKO
Becton Dickinson

Auswertungs-Software ,Cell Quest Pro® Becton Dickinson

Elektrophoresekammer
Blot-Kammer
Thermomixer comfort
Spektrophotometer Cary UV 50
Waage
Zentrifugen
Biofuge 13
Labofuge T
Mikro 22R
Neubauerkammer
Pipetten
Mikrozentrifuge
Mikroskop (Auflicht)
Axiovert 25
Gel-Dokumentationsgerat
MF-ChemiBIS 3.2
Auswertungsprogramm ,GelCapture®
Western Blot-Quantifizierung
TotalLab TL100

Verbrauchsmittel
Eppendorf Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2 ml)
Amersham Hyperfilm ECL
Zellkulturflaschen
Membran Hybond-C
Zellkulturplatten

6-Well

12-Well + 24-Well

48-Well + 96-Well

Reagenzien

Acrylamid 40 %
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
deionisiertes H20 Millipore Synergy UV
Ethanol

FACS Clean

FACS Flow
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Peqglab Biotechnologie
Biometra

Eppendorf

Bio Varian

Satorius Basic

Heraeus

Heraeus

Hettich

Optik Labor

Eppendorf, Gilson, Hirschmann
Roth

Zeiss

Biostep
DNR Bio-Imaging Systems

Nonlinear Dynamics

Sarstedt

GE Healthcare Limited
Greiner

Amersham Pharmacia Biotech

Becton-Dickinson Labware
Nunc
Cellstar

Roth
Roth
Bedford
Roth
BD

BD



FACS Lysing BD

FACS Rinse BD

Fetales Kalberserum Bio Whittaker
Glycerin Roth

Human LIF Chemicon
Lumiglo

Reagent A (20xconc.) + Peroxide Reagent B (20xConc.)  Cell Signaling
Molekulargewichtsmarker

Precision Plus Protein Standards Dual Color BIO-RAD
Natriumdodesylsulfat (SDS) Roth
Penicillin/Streptomycin (Pen./Strep.) PAA
PBS PAA Laboratories
Protease Inhibitor Cocktail SIGMA
TEMED Pharmacia Biotech
Trypsin EDTA Bio Whittaker
Zell-Lysepuffer (CLB) Cell Signaling

Technology

Zellkulturmedium
F-12 (Ham) (+10 % FKS + 2 % Penicillin/Streptokinase) Gibco

Verwendete Antikorper

p-STAT3 (Y705) Rabbit Ab Cell Signaling
Beta-Actin (13E5) Rabbit mAb Cell Signaling
Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr 202/Tyr 204) (197G2) Rabbit mAb

Cell Signaling
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Cell Signaling
Annexin V-FITC Immunotools

Zusammensetzungen von Puffern, Losungen und Gelen

Fiir SDS-PAGE

4x Lower Tris

200 ml Stammldsung
TrisBase 36,3 ¢ 1,5 M Tris
SDS 0,8¢g 0,4 % SDS
Destilliertes Wasser zufugen bis auf 150 ml
pH 8,8 mit konzentrierter HCI einstellen
Destilliertes Wasser zufugen bis auf 200 ml

4x Upper Tris

100 ml Stammldsung
TrisBase 6,06 g 0,5 M Tris
SDS 049 0,4 % SDS
Destilliertes Wasser zufiigen bis auf 90 ml
pH 6,8 mit konzentrierter HCI einstellen
Destilliertes Wasser zufiigen auf 100 ml
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5x SDS-PAGE Loading Buffer
15 ml Stammldsung

TrisBase 0,454 g 250 mM Tris
SDS 1,59 10 % (W/v)
Bromophenolblau 0,015 g 1,0 mg/ml
DTT 1,16 g 0,5MDTT

Destilliertes Wasser zufiigen bis auf 7,5 ml
pH 6,8 mit konzentrierter HCI einstellen
Glycerol 7,5 ml 10 % (v/v)

10x Running Buffer (Laufpuffer)
1000 ml Stammlosung

TrisBase 30,3 ¢ 250 mM Tris
Glycin 144 g 1,9 mM Glycin
SDS 10g 1 % SDS

Destilliertes Wasser zufiigen bis auf 900 ml
pH 8,3 mit konzentrierter HCI einstellen
Destilliertes Wasser zufiigen bis auf 1000 ml

=>mit destilliertem Wasser auf 1x Running-Puffer verdinnen

APS 40 %
Ammoniumpersulfat 0,49
Destilliertes Wasser aufftllen auf 0,6 ml

10x Tris Glycin Puffer

1000 ml Stammldsung
Tris Base 14,54 g 120 mM Tris
Glycin 72,07 g 960 mM Glycin
Destilliertes Wasser zufiigen bis auf 900 ml
pH 8,3 mit konzentrierter HCI einstellen
Destilliertes Wasser zufiigen bis auf 1000 ml

1x Blotting Buffer

1000 ml Stammldsung
100 ml 10x Tris/Glycin Puffer
200 ml Methanol
700 ml Destilliertes Wasser

10x Net-G

1000 ml Stammldsung
NaCl 87,66 g 1,5M
EDTA 14,61 g 0,06 M
TrisBase 30,29 g 0,5M
TrisHCI 30,40 g

Destilliertes Wasser auf 850 ml aufflillen
pH 7,5 mit konzentrierter HCI einstellen
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Gelatine 2 g (vorher in dest. Wasser |6sen, erhitzen) 0,2 %
Triton X 5 g (am Ende dazugeben) 0,5 %
Destilliertes Wasser auf 1000 ml auffillen

= verduinnen zu 1x Net-G mit destilliertem Wasser

10x Tris Buffered Saline (TBS)
1000 ml Stammldsung

Tris Base 2429

NaCl 80¢g

pH 7,6 mit konzentrierter HCI einstellen

auf 1000 ml mit destilliertem Wasser auffullen
Tween 20 1%

Verdinnen auf 1x TBS mit destilliertem Wasser

Blocking Puffer (Milchblocking)
150 ml Stammldsung

10x TBS 15 ml
Dest. Wasser 135 ml
Trockenmilchpulver 7,59 5 % wiv

Wahrend des Rihrens 0,15 ml Tween 20 (100 %) zugeben

Antikorperlosungspuffer

20 ml

10x TBS 2 ml
Dest. Wasser 18 ml
Trockenmilchpulver 1 g 5%

Wahrend des Ruhrens 20 pl Tween 20 (100 %) zugeben

10x AnnexinV-PBS-Bindepuffer
0,1 M HEPES/NaOH (pH 7,4)

1,4 M NaCl

25 mM CaCl,

Destilliertes Wasser
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Gruppen im Vergleich Irrtumswahrscheinlichkeit
Kontrolle+LIF — Nicht-schwanger+LIF p=0,110

Kontrolle+LIF — Gesund-schwanger+LIF p=0,628

Kontrolle+LIF — PE+LIF p=0,147
Nicht-schwanger+LIF — Gesund- p=0,543

schwanger+LIF

Nicht-schwanger+LIF — PE+LIF p=0,406
Gesund-schwanger+LIF — PE+LIF p=0,261

Tabelle 12: Irrtumswahrscheinlichkeit fir den Vergleich der Phosphorylierungsintensitat von
STAT3(tyr705). Dargestellt ist der p-Wert, welcher mittels unabhangigen t-Tests (Welch-
Test) bestimmt wurde.

Gruppen im Vergleich Irrtumswahrscheinlichkeit
Kontrolle — Nicht-schwanger p=0,387
Kontrolle — Gesund-schwanger p=0,292
Kontrolle - PE p=0,319
Nicht-schwanger — Gesund-schwanger p=0,614
Nicht-schwanger - PE p=0,608
Gesund-schwanger - PE p=0,951
Kontrolle — Kontrolle+LIF p=0,027
Nicht-Schwanger — Nicht-schw+LIF p=0,019
Gesund-schwanger — Gesund-schw+LIF p=0,148
PE — PE+LIF p=0,196
Kontrolle+LIF — Nicht-schwanger+LIF p=0,328
Kontrolle+LIF — Gesund-schwanger+LIF p=0,640
Kontrolle+LIF — PE+LIF p=0,341
Nicht-schwanger+LIF — Gesund-

schwanger+LIgF p=0.,830
Nicht-schwanger+LIF — PE+LIF p=0,445
Gesund-schwanger+LIF — PE+LIF p=0,410

Tabelle 13 : Irtumswahrscheinlichkeit fir den Vergleich der Phosphorylierungsintensitat von
ERK1. Dargestellt ist der p-Wert, welcher mittels unabhangigen t-Tests (Welch-Test)
bestimmt wurde.
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Gruppen im Vergleich Irrtumswahrscheinlichkeit

Kontrolle — Nicht-schwanger p=0,902
Kontrolle — Gesund-schwanger p=0,491
Kontrolle - PE p=0,303
Nicht-schwanger — Gesund-schwanger | p=0,569
Nicht-schwanger - PE p=0,457
Gesund-schwanger - PE p=0,165
Kontrolle — Kontrolle+LIF p=0,110
Nicht-schwanger — Nicht-schw+LIF p=0,252
Gesund-schwanger — Gesund-

schwillp p=0,054
PE — PE+LIF p=0,205

Kontrolle+LIF — Nicht-schwanger+LIF p=0,663
Kontrolle+LIF — Gesund- 0=0,548
schwanger+LIF ’
Kontrolle+LIF — PE+LIF p=0,232
Nicht-schwanger+LIF — Gesund-

schwanger+LIF p=0,518
Nicht-schwanger+LIF — PE+LIF p=0,268
Gesund-schwanger+LIF — PE+LIF p=0,210

Tabelle 14: Irtumswahrscheinlichkeit fir den Vergleich der Phosphorylierungsintensitat von
ERK2. Dargestellt ist der p-Wert, welcher mittels unabhangigen t-Tests (Welch-Test)
bestimmt wurde.
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