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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Gelbkorper (Corpus luteum)

1.1.1 Bedeutung des Gelbkdrpers

Der weibliche Zyklus kann in die Follikel- und inedCorpus-luteum-Phase eingeteilt
werden. Die Follikelphase entspricht der erstenlggiidlfte und beginnt mit dem ersten
Tag der Menstruation. Die Corpus-luteum-Phase @otgpder zweiten Zyklushalfte und
beginnt mit dem Tag der Ovulation (11).

Das Corpus luteum entwickelt sich nach FreisetalargEizelle aus den zurlickbleibenden
Zellen des Follikels; dies sind Granulosa-und Thiekarna-Zellen (73). Der Gelbkorper
ist eine transiente endokrine Driise, deren Lebemssp hormonell gesteuert wird.
Aufgrund der Fahigkeit Progesteron zu produziesgner fir die Implantation und den
Erhalt der Schwangerschaft essentiell (71). Seioestdfe ist das Corpus hamorrhagicum.
Dieses entsteht durch periovulatorische Blutungerdie Follikelhdhle. Im Falle einer
Schwangerschaft wachst das Corpus luteum unter d@niluss von humanem
Choriogonadotropin (hCG) bis zu einer Gréfe vonnd im Durchmesser heran und
persistiert wahrend der gesamten Schwangerschafp(€ luteum graviditatis). Falls es zu
keiner Schwangerschaft kommt, ist seine Lebensgpanh10-14 Tage begrenzt (Corpus
luteum menstruationis). Dabei kommt es zunachsetimar funktionellen, dann zu einer
morphologischen Ruckbildung. Aus dem atretischerrp@® luteum bildet sich eine
bindegewebige Narbe, das Corpus albicans (33).0Rarielle Zyklus ist schematisch in
Abbildung 1 veranschaulicht. Zwei wesentliche Pssee sind fir die
Gelbkorperentwicklung charakteristisch: die Lutsieiung der Granulosazellen, d.h.
Differenzierung der Granulosazellen zu Progestgnamduzierenden Zellen (71) und die

Neovaskularisation, d.h. Bildung eines neuen Gedtd&és (18).

1.1.2 Entwicklung des Gelbkérpers

Dem Ubergang des praovulatorischen Follikels in Gefbkorper liegt eine dramatische
Umstrukturierung des follikularen Gewebes zugrundeer Vorgang beinhaltet
Mechanismen ahnlich der Wundheilung und TumorbitdurEinzelne Schritte der

Gelbkoérperentstehung sollen hier naher beleuchtedan.
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Corpus luteum S

Corpus albicans

Primordial- und
Primaérfollikel

Ovulation mit

Einblutung in die Follikelhéhle Antraler und dominanter

Follikel

Abb. 1: Schematische Darstellung des ovariellen Zys

Dargestellt ist die schematische Entwicklung des Rriordialfollikels zum Corpus albicans im Ovar. Das ©@rpus
luteum und seine ausgepragte Angiogenese ist im kien Fenster gesondert veranschaulicht (modifiziernach
Breckwoldt, M.: Exempla endokrinologica, 1991 (10))

Nach Freisetzung der Eizelle wirft sich die zurietligebene Follikelhille in Falten. Diese
Faltenbildung vereinfacht vermutlich die Migratioron Fibroblasten, Endothelzellen,
Granulosazellen und Theka-interna-Zellen in dastrzem der Follikelhdhle (8;73). Die
Stimulation der Zellmigration wird als ein wesecter Mechanismus der
Gelbkorperentwicklung betrachtet. Zum einen ist Bigration von Endothelzellen zur
Etablierung neuer Gefal3e notwendig, zum andereneiis¢ zentripetale Migration
verschiedener Zellarten (s.0.) bei der Gelbkorpeneklung zu beobachten. Auf die
zentripetale Zellmigration konnte die in der Fadlikdhle verbliebene Follikelfliissigkeit
Einfluss haben, da diese angiogenetische Faktorghéle (82). Zudem gelangen
Thrombozyten durch die ovulationsbedingte Blutu@prpus hamorrhagicum) in die
Follikelhohle und sezernieren nach Aktivierung dur&ontakt mit Komponenten
extrazellularer Matrix Inhaltsstoffe, die chemota&h wirken kdnnen (18).

2
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Die Transformation des Follikels geht mit der Asfling der follikularen Basalmembran
einher. Durch proteolytische Enzyme wie z.B. Metalloprotsen wird diese nach der
Ovulation abgebaut. Die follikulare Basalmembramwllistdie Grenze zwischen der
praovulatorisch avaskularen Granulosazellschictt der Theka-interna-Zellschicht dar
(65;73). Ihr Wegfall erleichtert die Migration vdBlutzellen in extravaskulare Raume
zwischen Granulosazellen (18).

Vaskularisierung

Eine ausgepréagte Vaskularisierung des Gelbkérmgeryaraussetzung fur eine adaquate
Corpus luteum-Funktion, denn nur so kann ein acisesides Substratangebot fur die
Progesteronproduktion und den Transport von Pregast zu den Zielgeweben
gewahrleistet werden (18). Die Angiogenese wirdcduwtlie Migration und Proliferation
endothelialer Zellen, die aus den GefalBen der TFhekena-Zellschicht in die
Granulosazellschicht aussprossen, begunstigt (B&xuglich der Gesamtzellzahl des
Corpus luteum reprasentieren Endothelzellen mit 2s85% die quantitativ grofdte
Zellpopulation. Jede Granulosazelle hat zu mehrekapillaren Kontakt (71). Im
Vergleich zu anderen Organen soll der Gelbkdrpeesider Gewebe mit der starksten
physiologischen Angiogenese darstellen (4). Nebem dndokrinen Funktion des
luteinisierenden Hormons (LH) scheinen auch lokgulatoren wie Wachstumsfaktoren,
Peptide, Steroide und Prostaglandine eine wicliRigite bei der Angiogenese zu spielen
(71). In diesem Zusammenhang sind als angiogehetistaktoren u.a. der vascular
endothelial growth factor (VEGF) (54;71), basischiaroblast growth factor (bFGF)
(71;73), insulin-like growth factors (IGF -1 und FG2) und Angiopoietin (ANPT-1 und
ANPT-2) (71) identifiziert worden. Einige dieser Matoren werden auch von den
Granulosa- und Theka-interna-Zellen produziert.edndsind sie in der Follikelflissigkeit
zu finden, die nach der Ovulation in der Follikeéilg zurlickbleibt (82). VEGF ist
eigentlich fur seine Wirkungen auf das Endotheldmeit. Im Follikel soll VEGF allerdings
nicht nur Effekte auf Endothelzellen haben, sondeach antiapoptotisch und
migrationsfordernd auf die Granulosazellen wirkere Apoptosehemmung und Migration
der Granulosazellen sind zwei Mechanismen, die zer dntwicklung und
Aufrechterhaltung des Gelbkérpers beitragen (67)sddberg et al. fanden heraus, dass
Granulosazellen ahnlichen Prozessen wie Endothetzahterliegen, wie z.B. Migration,

Proliferation, Differenzierung, Expression von aygnetischen Faktoren und deren
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Rezeptoren (25). Die Autoren sprechen im diesenainsenhang von einem vaskularen
Mimikry der Granulosazellen und gehen von eineebigung der Granulosazellen bei der
Angiogenese des Corpus luteum aus (25).

Luteinisierung

Unter Einfluss von LH kommt es im Rahmen der Lus@rung zu morphologischen,
endokrinologischen und biochemischen VeranderurdggnGranulosa- und Thekazellen
(73). Diese hypertrophieren und lagern Lipide uitbl€sterinester aus der Leber ein. Aus
Cholesterin werden Steroidhormone wie das Progesteynthetisiert. Die Zellen werden
zu diesem Zeitpunkt als Granulosalutein- (gro3eryv.b Thekaluteinzellen (kleiner)
bezeichnet (3). Sie zeigen dann Kennzeichen voroiftermone produzierenden Zellen
wie reichlich glattes endoplasmatisches Retikuliitochondrien vom tubularen Typ und
Lipidtropfchen (33).

1.2 Sphingosin 1-Phosphat

1.2.1 Biosynthese und Metabolismus

Sphingosin 1-Phosphat ist ein Metabolit des SpHipighStoffwechsels. Sphingolipide

sind Strukturkomponenten von Lipiddoppelschichtemg(. bilayer) und somit wesentliche
Bestandteile tierischer Zellmembranen. Die Strukbasteht aus einem langkettigen
Hauptstrang sphingoider Basen, einer Amid-gebunddvettsdure variabler Lange und
einer von vielen verschiedenen polaren Kopfgrup{®). Sphingosin 1-Phosphat (S1P)
ist ein Ceramid-Derivat. Ceramid entsteht durch fddjyde des Membranlipids

Sphingomyelin. Die Reaktion wird durch die Sphingetmase katalysiert. Durch

Ceramidase kann Ceramid seinerseits zu SphingdsinVorstufe von S1P, umgesetzt
werden. S1P entsteht durch Phosphorylierung vomngpsin. Diese Reaktion wird durch
die Sphingosin-Kinase (SphK) katalysiert (69).Vaeser sind zwei Isoformen bei den
Saugetieren bekannt, SphK 1 und SphK 2 (46). letidare S1P-Konzentrationen stehen
mit der Verfugbarkeit von Sphingosin in Zusammermhadphingosin als Substrat der
SphK kann einerseits durch Neusynthese oder arsaégtiser durch Hydrolyse von

Membranlipiden (,recycling pathway”) gebildet werdeDie de novo-Synthese findet am
endoplasmatischen Retikulum statt. Sie wird duréh Kondensation von Serin und

Palmitoyl-CoA initiiert, katalysiert durch die Pabwyltransferase (69). Die Hydrolyse von
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Membranlipiden (s.0.) stellt die quantitativ haefigvorkommende Moglichkeit dar,
Sphingosin zu bilden (19).

Die intrazellulare S1P-Konzentration wird durch sks Aufbau einerseits und Abbau
andererseits reguliert. Der Abbau von S1P kannzagfi Wegen stattfinden. Zum einen
reversibel durch Dephosphorylierung zuriick zum 8gbsin durch die S1P-Phosphatase
(SPP), zum anderen irreversibel durch die S1P-L{&SEe Bei dieser Reaktion wird S1P
zu Phospho-Ethanolamin und Hexadecanal abgebaeseDverden fir die Biosynthese
von Phosphatidylethanolamin bendtigt, ein Phospitlidas fir den Membranaufbau
verwendet wird (77). Beide S1P-abbauenden Enzyme siem endoplasmatischen
Retikulum zugeordnet (75;76).

S1P und seine Vorstufen Sphingosin und Ceramid rhabeverschiedenen Zelltypen
gegensatzliche Wirkungen. Sphingosin und Ceramtidefil zu Wachstumshemmung und
Apoptose, wohingegen S1P Zellwachstum stimulied Apoptose supprimiert (77). Die
Metabolisierung von Sphingosin bzw. Ceramid zu HAn daher als regulatorische
Schaltstelle angesehen werden. Die Balance zwisddemtrazellularen Konzentration an
S1P und Sphingosin bzw. Ceramid beeinflusst soUiesleben oder Zugrundegehen der
Zellen. Dieses Konzept wurde von Cuvillier et & @phingolipid rheostat” beschrieben
(15). Als wesentliche Regulatoren des sphingolifidostat werden die SphK und SPP
angesehen (77).

1.2.2 Vorkommen

S1P kommt im menschlichen Organismus ubiquitar 8eme intrazellulare Konzentration
ist generell gering (75). Es ist bisher nicht bekamvie intrazellular gebildetes S1P von
einer Zelle sezerniert wird um dann extrazellulardee S1P-Rezeptoren derselben bzw.
benachbarter Zellen binden zu kodnnen (autokrine . bparakrine Sekretion) (77).
Allerdings kann die SphK von Zellen freigesetzt eear und extrazellular vorkommendes
Sphingosin zu S1P umsetzen (2). Im Blut ist die -BbRzentration hoch, da zellulare
Blutbestandteile wie z.B. Thrombozyten und Erytlytem S1P sezernieren (23;88). S1P
liegt im Blut in freier und gebundener Form vor. Bsmdet an Blutbestandteile wie
Albumin (87) und an Lipoproteine wie das high dgnkpoprotein (HDL) und low density
lipoprotein (LDL). Seine Konzentration betragt im Serum gesunder Pddyaca. 0,4

pmol/l, im Plasma ca. 0,1 pmol/l (69). Intraindwel konnen diese Werte schwanken
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(23). Aufgrund der raumlichen N&he zwischen Blutd ummgebenden GefalRwanden
interagiert S1P besonders stark mit Endothelzelldie, S1P-Rezeptoren auf ihrer
Zelloberflache exprimieren (69).

S1P ist auch als Bestandteil der Follikelflissigkdentifiziert worden. Dort liegt es
hauptsachlich an follikulares HDL gebunden vor. Demessene Konzentration von S1P
in humaner Follikelflissigkeit betragt im Mittell, uM. (82).

1.2.3 Wirkungsweisen und Funktionen

Die Wirkungen von S1P auf Zellprozesse sind vigfal Es beeinflusst u.a. die
Zellproliferation, DNA-Synthese, Zellmigration, Algenese, Zelldifferenzierung,
Apoptose, Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten, Kalmhomdoostase, immunologische
Vorgange sowie den Gefalitonus.

S1P kann sowohl als intrazellularer second messaigeuch als extrazellularer Ligand

der S1P-Rezeptoren fungieren (75).

1.2.3.1 S1P als Ligand der S1P-Rezeptoren

S1P wirkt extrazellular als Ligand der S1P-Rezeptpr die ubiquitdr auf
Plasmamembranen hoher entwickelter Eukaryonten owomken (76). Die frihere
Bezeichnung dieser Rezeptoren war endothelial réifteation gene-1 (EDG-1), da der
EDG-1/S1R-Rezeptor als erster der Rezeptoren als Genprodakd humanen
Endothelzellen isoliert wurde (27)Die S1P-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte
Transmembranrezeptoren, die die extrazellulare @igd des Liganden in ein
intrazellulares Signal umsetzen kdnnen (69). Sisehié Liganden sind ausschlief3lich S1P
und dihydro-S1P. Dihydro-S1P, auch Sphinganin 1sphat genannt, ist ebenfalls ein
Intermediat des Sphingolipidstoffwechsels. Es hesiul3er einer 4,5 Doppelbindung
dieselbe Struktur wie S1P (77). Derzeit sind fuafschiedene S1P-Rezeptoren bekannt:
S1R (EDG-1), SIR(EDG-5), SIR(EDG-3), SIR(EDG-6) und S1REDG-8). Diese sind
auf verschiedenen Zelltypen unterschiedlich stagirieniert (75). Die Subtypen der S1P-
Rezeptoren-Familie sind an verschiedene G-Protage&oppelt, denen wiederum
unterschiedliche Signaltransduktionswege nachgésthsind. Durch Bindung an die
Rezeptoren kann S1P auf diese Weise viele, auckngamige, Wirkungen haben. Es ist

nicht bekannt, ob die S1P-Rezeptoren standig &kbar sind oder nur situativ exprimiert
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bzw. an die Zelloberflache transloziert werden (@3¢ einzelnen Rezeptoren sollen im
Folgenden naher vorgestellt werden.

S1P-Rezeptor: Der S1R—Rezeptor ist an @roteine gekoppelt (76). Er vermittelt Uber
die Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt, p38 mitogactivated kinase (p38MAPK) und Rac
migratorische Effekte (36). S1P soll Uber diesezdpeor an Gefal3entwicklung, -reifung
und -stabilisierung beteiligt sein, indem es diegMtion von Perizyten und glatten
GefalRmuskelzellen reguliert. SiRezeptor-defiziente Mause sterben in utero anréme
Blutungen (48). Der SiFRezeptor wird von Lymphozyten exprimiert und sdie
Migration reifer T-Zellen aus lymphatischen Orgariandie Zirkulation férdern. Uber
einen Rho-Kinase vermittelten Signalweg wird die sBidung von Zell-Zell-
Verbindungen durch VE-Cadherin vermittelt (44). Zadsoll der S1fRezeptor lber die
extracellular signal-regulated kinase (ERK) antmptsche Wirkung haben (36). Eine
Aktivierung des ERK-Signalwegs soll die DNA-Syntheger Zellen steigern (37). Uber
die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) kommtzeseiner Kalzium-Mobilisierung
(58). Der S1RRezeptor bewirkt zudem eine Inhibition der Adetgyalase (57).
S1P-Rezeptor: Der S1B-Rezeptor kann mit allen G-Proteinen gekoppeltiggdn (76).
Diese sind sowohl Pertussis-Toxin (PTX)-sensitsrzalch PTX-insensitiv (20). Gekoppelt
an Ggpnz wirkt der Rezeptor durch Aktivierung von Rho undcerkiimung von Rac
inhibitorisch auf die Migration (58). An {z1 gekoppelt fiihrt er zur Aktivierung der PLC
und damit zu einer intrazellularen Kalziumerh6huAg. Gs gekoppelt stimuliert er die
Adenylatcyclase mit Steigerung von cAMP (57). DieRezeptor soll in der embryonalen
Entwicklung des Herzens eine Rolle spielen (42).

S1R-Rezeptor: Der S1B-Rezeptor bindet aniGG, und Go3 (76). Er vermittelt wie der
S1R-Rezeptor Zellmigration tber die Phosphatidylinasg-Kinase/Akt, p38MAPK und
Rac (36) und steigert die DNA-Synthese von Zellbariden ERK-Signalweg (37). Durch
die Aktivierung der PLC erhoht S1P die intrazelfal&alziumkonzentration (76). Uber
Gi-Proteine wird die Inhibition der Adenylatzyklasermittelt (57). Wie bei dem S1P
Rezeptor stimuliert S1P Uber den $Hezeptor die Ausbildung von VE-Cadherin als
Adhésionsmolekil zwischen Zellen. Auf diese Weisat I81P Einfluss auf die
GefalRpermeabilitat (44).

S1PR-Rezeptor: Der S1R-Rezeptor ist hauptsachlich auf Zellen lymphatisocBewebe

exprimiert. Er koppelt an Gund Gx-Proteine (76). Untersucht wurde seine férdernde
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Wirkung auf die Zellmigration u.a. an chinese hangivary-Zellen (CHO). Vermittelt
wird dieser Einfluss Uber die Aktivierung von cdgifier kleinen GTPase der Rho-
Familie (39). Der Rezeptor vermittelt die Erhéhungler intrazellularen
Kalziumkonzentration Gber die Aktivierung der PL&21Y.

S1R-Rezeptor:

Der S1R-Rezeptor ist an @roteine gekoppelt (76). Einflisse auf Zellmigratisind
bisher unbekannt (5). Er wird vor allem von Oligndeozyten und Astrozyten der Ratte
exprimiert (30). Als einziger der S1P-Rezeptorerkiner Gber eine Hemmung der ERK1/2
antiproliferativ (49).

1.2.3.2 Mitwirkung der S1P-Rezeptoren an der Steueng der Zellmigration

Somit ist allen S1P-Rezeptoren, aul3er dems&RH2eptor, gemeinsam, dass sie die
Zellmotilitat positiv oder negativ beeinflussen k@&m. Dies geschieht vornehmlich durch
die Interaktion mit den kleinen GTPasen der Rho-ik@nvor allem mit Rho und Rac (44).
Die GTPasen der Rho-Familie gelten als SchlissgliRtoren des Aktin-Zytoskeletts
(22). Rho induziert die Formation von Stressfaserd fokalen Adh&asionskontakten. Die
Aktivierung von Rac fihrt zur Ausbildung von Lanogibdien (Ausstilpungen der

Zellmembran) und Membrankrauselungen, welche Zd&l&mer Migration vorantreiben.

Zellmotilitat spielt in vielen physiologischen umpéthologischen Prozessen eine wichtige
Rolle. So soll S1P u.a. in der Entzindungsreaktigviindheilung, Angiogenese,
Tumorentstehung, Metastasierung oder in der emhbtganEntwicklung (75) involviert
sein. Studien zeigen, dass S1P u.a. die Migratmm human umbilical vein endothelial
cells (HUVECS) (36;87), human aortic endothelidlIcéHAECS) (37), ML-1-Zellen, einer
follikularen Schilddriisenkarzinom-Zelllinie (5), ielialen Ovarialkarzinom-Zellen (83),
CHO-Zellen (41;58) und Lymphozyten (1;50) induziert

S1P hat neben der Migrationsinduktion noch weitefeekte auf Endothelzellen. Es
stimuliert deren Proliferation und Differenzierungd tragt damit zur Formation neuer
GefalRe bei. Daher ist S1P als angiogenetischepFakerkannt (16;37;44). Zudem wirkt
S1P antiapoptotisch auf Endothelzellen (26;36)féedert die intrazellulare Kalzium-
Mobilisierung und reguliert die Zytoskelett-Reorgation (87). Endothelzellen
exprimieren den SiP und S1R-Rezeptor. Es ist anzunehmen, dass S1P uber diese

8
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Rezeptoren Einfluss auf die Zellen nimmt (43;44)roimbozyten enthalten reichlich S1P
und kdnnen dieses sezernieren (s.u.). Daher wmthwtet, dass die Freisetzung von S1P
durch Thrombozyten die Integritat der Endothelzeli@frecht erhalten (26) bzw. diese im

Rahmen der Wundheilung wieder herstellen kann (43).

1.2.3.3 S1P als intrazellularer second messenger

S1P wird auch als ein intrazellularer second mepgsebeschrieben. Eine Begriindung fur
die Vermutung, dass S1P nicht nur extrazellular idhe S1P-Rezeptoren wirkt ist, dass
S1P auch in Organismen wie Hefen und Pflanzen, dned keine S1P-Rezeptoren
exprimiert sind, verschiedene Prozesse reguliesam.k(21;55) Ein weiterer Grund ist,
dass dihydro-S1P als weiterer spezifischer LigaedSiP-Rezeptoren nach Bindung und
Aktivierung derselben nicht alle Effekte des S1Ehadmen kann. (80) S1P intrazellular
injiziert fuhrt zur Zellproliferation und Kalziumaschittung, was diese These ebenfalls
erhartet. (80;81) Diese Kalziummobilisierung ist {Begensatz zur rezeptorvermittelten
Kalziummobilisierung  Inositoltriphosphat-unabhéangig(77). Die intrazellularen
Zielstrukturen von S1P sind bisher allerdings niddntifiziert worden, weshalb dieser
Punkt kontrovers diskutiert wird (76).

In der Form eines intrazellularen second messengetls S1P besonders auf die
Kalziumhomoostase (51), Suppression von Apoptoseg(pmmierter Zelltod) (15) und

Zellproliferation (59) Einfluss haben.

1.2.3.4 Agonisten und Antagonisten der S1P-Rezep&r
In den letzten Jahren konnten mehrere AgonistenAmtdgonisten der S1P-Rezeptoren
entwickelt werden. Einige werden in der vorliegem@&tudie verwandt und sollen daher

naher vorgestellt werden.

Agonisten:

FTY720 (2-Amino-2-(2-(4-octylphenyl)ethyl)propane-13-diol, hydrochloride):
FTY720 wird in vivo hauptsachlich durch die Sphisginase 2 phosphoryliert und
damit in seine aktive Form FTY720-P tberfuhrt. FR@+P ist ein Agonist des SEP
S1R-, S1R- und S1B-Rezeptors (12). Er ist fur seine immunmodulatdrest

Eigenschaften in der Transplantationsmedizin bek&tadien zeigen, dass es bei
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fortdauernder Stimulation des SiRezeptors durch FTY720-P zu dessen down-regulation
kommt (14). Der S1fRezeptor ist auf Lymphozyten exprimiert und stidlderen
Auswandern aus dem Thymus und sekundar lymphatisohganen in die Peripherie (1).
Auf diese Weise inhibiert FTY720-P die Migrationnvbymphozyten und flhrt folglich zu
einer Lymphopenie. FTY720-P soll sich positiv im 8ehandlung von
Autoimmunkrankheiten und der von Transplantatenmgpdéam auswirken (12). FTY720-P
induziert die Phosphorylierung der ERK1/2 in $lihd S1k-transfizierten CHO-Zellen
(50).

SEW-2871(5-[4-Phenyl-5-(trifluoromethyl)thiophen-2-yl} 3-
[(trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazole):

SEW-2871 ist ein selektiver Agonist des $Rezeptors. An dem SR S1R-, S1R- und
S1R-Rezeptor ist er inaktiv. Es bestehen keine streken Ahnlichkeiten zum S1P.
SEW-2871 stimuliert die GTP-Bindung, die intrazkhe Kalziumerhéhung und die
Phosphorylierung von Akt (5) und ERK1/2. An SHezeptor exprimierenden CHO-
Zellen induziert er Zellmigration in vitro. In vivimhibiert er die Rezirkulation von
Lymphozyten und fuhrt zu einer Lymphopenie (70).

Phytosphingosin:

Durch Phosphorylierung von Phytosphingosin entstéftytospingosin-1-Phosphat
(PhS1P), eine natirlich vorkommende Sphingoidbased uKomponente von
Zellmembranen. Zwischen S1P und PhS1P bestehedstile Ahnlichkeiten. Bisher ist
bekannt, dass PhS1P an den Sifl S1R-Rezeptor binden kann (31). PhS1P fihrt in
Fibroblasten der Maus durch eine Aktivierung derCPlzu einer intrazellularen
Kalziumerhohung. Dies soll tUber PTX-insensitive f&{Bine vermittelt werden. An
denselben Zellen induziert PhS1P Uber PTX-sensiBveroteine, die p38 Kinase und
Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pi3K) Zellmigratig®5). PhS1P stimuliert zudem ERK-
vermittelt die Proliferation von Chondrozyten deatte (34).

VPC 24191 ((S)-Phosphoric acid mono-[2-amino-3-(4etyl-phenlamino)-propyl]

ester):

VPC 24191 ist ein Agonist des Stihd S1R-Rezeptors. Brizuela et al. berichten, dass
VPC 24191 wie S1P Uber diese Rezeptoren die Aldwgbeoduktion von Zellen der Zona
glomerulosa der Nebenniere steigert. Dieser Effekd Uber Phosphorylierung der
PI3K/protein kinase B (PKB) und mitogen activatethase kinase (MEK)/ERK1/2

10
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vermittelt (13). Hinsichtlich der Migrationsvernmithg wird VPC 24191 in der Literatur

nicht erwahnt.

Antagonisten:

Cay10444 (2-undecyl-thiazolidine-4-carboxylic acid)

Cayl10444 (Synonym BML-241) wurde von Koide et aktvweckelt und ist als spezifischer
Antagonist des SZXFRezeptors anerkannt. Cayl0444 blockt die S1P-vitel
Kalziumerhdhung in der human cervical carcinoméaloed (HeLa-Zelllinie) um 40 % bei
einer Konzentration von 10 uM (40).

Pertussis-Toxin:

Pertussis-Toxin (PTX) ist ein Inhibitor @ekoppelter Rezeptoren. Es besteht aus
mehreren Proteinen, die von dem KeuchhustenerBgetatella pertussis abstammen.
Pertussis-Toxin verursacht eine permanente Hemrdengsz-Proteine, indem es die;s
Untereinheit ADP-ribolysiert (77). Eine Gemeinsaihledler S1P-Rezeptoren ist, dass sie
u.a. an GProteine koppeln. Daher kbnnen viele rezeptorviéeite Effekte von S1P durch

Pertussis-Toxin geblockt werden.

1.3 Thrombozyten

1.3.1 Thrombozyten und S1P

Thrombozyten beinhalten eine hohe Menge S1P, da dieine S1P-Lyase-Aktivitat, wohl
aber eine hohe Sphingosin-Kinase-Aktivitat aufweig9). Thrombozyten generieren S1P
auf zweierlei Weise: Zum einen durch Aufnahme vqiBgosin aus dem Blutplasma,
zum anderen durch Metabolisierung von Sphingomyaalis ihrer Plasmamembran. Die de
novo Biosynthese von Sphingolipiden findet in Thbamyten wegen einer schwachen
Palmitoyltransferase-Aktivitat nur in sehr geringdal3e statt (78). Yatomi et al. mal3en
1,41 + 0,04 nmol S1P (Mittelwert + Standardabweiafiun=3) pro 18 Thrombozyten
(89). Thrombozyten werden als bedeutendste Quelteextrazellularem S1P angesehen
(78). Sie schitten S1P nach Stimulation durch pootbotische Stimuli wie Thrombin,
ADP und Kollagen aus (85). Thrombozyten reagiereh eane auf3ere Stimulation mit
einer Formveranderung unter Ausbildung von Pseudiepp Aggregation untereinander
und Sekretion ihrer Inhaltsstoffe (88). Die Freasety von S1P korreliert mit der

11
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Proteinkinase C-Aktivitdt. So fuhrt die Stimulieguvon Thrombozyten mit Protein C-
Aktivatoren, wie z.B. Thrombin, zur Ausschiuttungn®1P (89).

Das von Thrombozyten freigesetzte S1P nimmt im &ieimes mutmalilichen positiven
Ruckkopplungsmechanismus Uber die S1P-Rezeptoreedewim Einfluss auf die
Thrombozyten. Randriamboavonjy et al. zufolge stdir S1P-Rezeptor der dafir
verantwortliche Rezeptor sein (62). Stimulation @arombozyten mit S1P erhoht deren
intrazellulare Kalziumkonzentration und fuhrt zurff@erdnderungen der Thrombozyten.
Diese nehmen eine kugelige Form an und bilden Pgpmdien aus. Diese Zellfortsatze
setzen eine Vernetzungsreaktion in Gang, die zareiggregation der Thrombozyten
fahrt (88). Intrazellulares S1P vermittelt diesdekfe hingegen nicht. Da Thrombozyten
eine bedeutende Rolle bei der Blutgerinnung zukgmagsen diese Beobachtungen
vermuten, dass S1P bei der Hamostase, aber augratheilogischen Prozessen wie der

Thrombose und Atherosklerose eine Rolle spielt.(89)

1.3.2 Ubersicht tiber weitere thrombozytare Faktoren

Thrombozyten beinhalten viele Adhasions- und Aggtegsfaktoren (u.a. ADP,
Serotonin, Thromboxan A2, den von Willebrand-Fakteaktor V, Plattchenfaktor 4 und
Kalzium), die vornehmlich der primaren Blutstillung (Bildung eines
Thrombozytenpfropfes) dienen. Diese vermitteln einéasokonstriktion und
Plattchenaggregation (9).

Thrombozyten enthalten weitere Faktoren, die &ahali&ffekte wie S1P haben. Bei
Untersuchungen zum Einfluss eines thrombozytarenhdtamsfaktorenpréaparates auf die
Zellmigration und —proliferation ist wie in der VWiegenden Arbeit zu berlcksichtigen,
dass neben S1P auch weitere thrombozytare InldfesdEinfluss auf die Ergebnisse
haben kénnen. Thrombozyten enthalten u. a. deelptaderived growth factor (PDGF),
basic fibroblast growth factor (bFGF), hepatocytevgh factor (HGF) (16;24), epithelial
growth factor (EGF), transforming growth fact@r (TGF) (24) und den vascular
endothelial growth factor (VEGF) (163l diese Mediatoren sind dafir bekannt, dass sie
die Proliferation, Migration und Differenzierungrv@ellen, v. a. Endothelzellen, vielfaltig
beeinflussen. Deshalb kommt ihnen Bedeutung bei ABgiogenese bei. Zudem

supprimieren sie die Apoptose.

12
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Diese Faktoren sind -im Gegensatz zum Lipid S1Btelre (17;38;63;64). Proteine und
Lipide haben unterschiedliche Eigenschaften, weldhg&ch Manipulationen wie
Hitzebehandlung, Aktivkohlefiltration oder Verdauurdh alkalische Phosphatase
differenzierbar sind. Hitze fuhrt bei Proteinen einer Denaturierung. Sie sind also
hitzelabil, wohingegen Lipide hitzestabil sind. DiBehandlung von Lipiden mit
Aktivkohle fuhrt zu deren Extraktion (DelipidatianiProteine werden durch Aktivkohle
nicht extrahiert (16). Durch alkalische Phosphatasel S1P abgebaut und dadurch
inaktiviert (68). Auch Proteine kbénnen bei Tragaemee Phosphatgruppe auf diese Weise
dephosphoryliert werden. In der aktuellen Studigden die genannten Manipulationen
zur Differenzierung S1P-spezifischer Effekte im othbozytaren

Wachstumsfaktorenpréparat angewandt.

1.3.3 Die Rolle der Thrombozyten bei der Gelbkdrpeentwicklung

Im Rahmen der Ovulation gelangen Thrombozyten in detravaskularen Raum der
Follikelnbhle und umgeben GranulosaluteinzellenesDizeigen immunhistochemische
Untersuchungen von Furukawa et al. (18). Durch HKkint mit Komponenten
extrazellularer Matrix, vermutlich Kollagen, werdéhrombozyten aktiviert. Die Autoren
untersuchten die Migration von HUVECs anhand ef&says (,matrigel invasion assay"”)
bei dem Thrombozyten im unteren Kompartiment alsi@ans fur die HUVECs dienten.
Sie fanden eine signifikante Steigerung der EndogfieMigration. Dieselben Autoren
spekulieren, dass Thrombozyten durch Abgabe voriogegetischen Faktoren einen
Gradienten zwischen Zentrum und Peripherie desiketl herstellen, der dann eine
zentripetale Migration von Endothelzellen bewirl@omit kénnte Thrombozyten im
Rahmen der Neovaskularisation des Corpus luteura giof3e Bedeutung zukommen.
Thrombozyten scheinen auf verschiedene Weise auGeibkorperentwicklung Einfluss
zu nehmen. So berichten Furukawa et al. weitertiéiss die Progesteronproduktion der
Granulosaluteinzellen durch Koinkubation mit Thramixen signifikant verstarkt wird.
Aul3erdem sollen Thrombozyten mutmalilich an derelgfizierung der Granulosazellen
zu Luteinzellen beteiligt sein, da sich die Zellplowlogie der Granulosazellen unter dem
Einfluss von Thrombozyten verandert: Die Granulotahzellen zeigen nach 48-stundiger

Inkubation mit Thrombozyten eine signifikante Zumehin Grof3e und Umfang sowie eine
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Ausbildung von Zellausstulpungen (18). Die von dernoren beschriebenen Wirkungen
von Thrombozyten auf die Entwicklung des Gelbkdspesind in Abbildung 2
veranschaulicht.

Fibrin
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Lutelr g it G _‘n; = mfc Fucr o
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Periphersal > .
Stromal Layer
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Endothelial Cells N
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Abb.2 : Die mutmabfliche Rolle der Thrombozyten beder Gelbkorperformation

Thrombozyten befinden sich hauptsachlich in der Foikelhdhle, wo sie durch Kontakt mit extrazellularer Matrix
aktiviert werden. Sie etablieren einen Gradienten magiogenetischer Faktoren, der eine zentripetale Migtion von
Endothelzellen bewirkt. Thrombozyten sind zudem in diektem Kontakt mit Granulosazellen, was Einfluss auf
ihre Differenzierung zu Luteinzellen haben soll. Duch das feine GefaRnetz zwischen den Granulosazellarnrd
das Progesteron der systemischen Zirkulation zugefiit. (Aus: Furukawa et al., 2007, Abb. 7 (18))

1.4 Fragestellung

In Vorarbeiten (8) konnte gezeigt werden, dass &8&Mestandteil von follikularem HDL
die Migration von primaren humanen Granulosazellsowie immortalisierten
Granulosazellen (sog. HGL5-Zellen) induzieren kaBride Zelltypen exprimieren den
S1R-, S1R-, S1R- und S1B-Rezeptor (8)so dass eine S1P-vermittelte Migration von
Granulosazellen in vivo wahrscheinlich erscheintineE Stimulation endothelialer
Zellmigration und -proliferation durch S1P konnterdits gezeigt werden (37;43). Beide
Mechanismen, sowohl die Migration von Granulos&zrells auch die Neovaskularisation

des Gewebes sind wesentliche Bestandteile der Geleientwicklung. Aus diesem Grund
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wird S1P von einigen Autoren als neuer Mediatodén Entstehung des Corpus luteum
angesehen (82).

S1P wird nach Stimulation von Thrombozyten freigets€89). Thrombozyten nehmen
aktuellen Studien zufolge ebenfalls Einfluss aué @elbkérperentwicklung (18). Sie
gelangen im Rahmen der Ovulation durch eine Einblgitaus der Riss-Stelle des
gesprungenen Follikels in die Follikelhndhle (Corptéimorrhagicum). Durch die
Freisetzung von chemotaktischen Faktoren wie z.BP Soénnten Thrombozyten
Angiogenesemechanismen im Corpus luteum férdern.

Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung, ob ein thmoozytares Wachstumsfaktorenpraparat
(-Thrombozytensekret”) und insbesondere dessenltbgtaff S1P die Migration von
humanen Granulosazellen induzieren kann.

Zunachst soll die Migrationsinduktion der Zellenrcu Thrombozytensekret und S1P
anhand von Konzentrationsreihen in einem Migratssay untersucht und jeweils
Wirkoptima  bestimmt werden. Desweitern soll  durch arpulation des
Thrombozytensekrets und des SI1P (Hitzebehandlung Puteindenaturierung,
Aktivkohlefiltration zur Lipidextraktion und Verdawurch alkalische Phosphatase zur
Inaktivierung des S1P) der indirekte Beweis erbragrerden, dass S1P zu den
mal3geblichen Faktoren im Thrombozytensekret z&hd#, die Granulosazellmigration
induzieren.

Zudem soll durch Einsatz verschiedener Agonisterd ulntagonisten der von
Granulosaluteinzellen exprimierten S1P-Rezeptorealen werden, welcher Rezeptor die
Migrationsinduktion vermittelt.

S1P ist ebenfalls dafiir bekannt, dass es die o#fgmration steigern kann. Zum
Ausschluss, dass die erhobenen Ergebnisse im Nigsaissay durch eine
Zellproliferation verfalscht wurden, soll im Ansask ein MTT-Proliferationsassay mit

einer Konzentrationsreihe von Thrombozytensekretttyefihrt werden.

Die Migration von Granulosazellen gilt u.a. als iger Mechanismus in der Entstehung
und Aufrechterhaltung des Corpus luteum (67). DigeBnisse sollen weitere Hinweise
erbringen, mit welchen Mechanismen sich Thromboryen der Regulation der
Gelbkorperentwicklung beteiligen kdénnen. Mit diesBtudie sollen weiterfihrende

Erkenntnisse Uber die grundlegende Physiologie @elbkdrperentwicklung erlangt
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Einleitung

werden, aus der sich perspektivisch Erklarungsnedalr Pathophysiologie ableiten

lassen.
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2. Material und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweis

2.1.1 Chemikalien und Materialien

Albumin, bovine serum
Alkalische Phosphatase
Aktivkohle

Ammoniumchlorid (NHCI)
Athylendiamintetraessigsaure/EDTA (8 16N-0g)
Destilliertes Wasser

Dextran

D-Glukose
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol, 70%

Ficollpaque Plus

Glycine
HEPES

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogencarbonat (KHGp
Magnesiumchlorid (MgG)

Methanol
MTT
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Sigma, A7030-10G, Steinh
Sigma, P5521-1KU, Bé&din
charcoal Norit A; Serva, 30890,

Heidelberg

Merck, 1.01146, Darmstadt

Sigma, E-5134, Steinheim
Apotheke UKSH Campus
Lubeck

dextran T 70; Pharmacia
Biotech, 17-0280-01, Schweden
Sigma, G-5400, Steinheim
Merck, 3053.1000, Daradt
Sigma, D-2650, St. Leui
Apotheke UKSH Campus
Lubeck

Amersham;17-1440-02,

Schweden

Sigma, G 8898, Steinheim
Gibco BRL, CatNo: 11344-025
Schottland

Merck, 1.05001.0250,
Darmstadt

Merck, 4854, Darmstadt
Merck, 1.05833, Darmstadt
Merck, 1.06009, Darmstadt
Sigma; M2128
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Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat N&QOy)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat (NaHGO

Natronlauge (NaOH)

Reinstwasser

Salzséaure (HCI)

Schwefelsaure (}$0y)

Thrombin, from Human Plasma
Trinatriumzitrat (GHsNagO7)
Tris-HCI

Zitronensaure (§HsOy)

2.1.2 Zellkulturmedien und Antibiotika

Accutase

Antibiotic-Antimycotic

Bovines Serum Albumin (BSA)

Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS)
Fotales Kéalber Serum (FKS)

Nahrmedium RPMI 1640
Penicillin/Streptomycin (P/S)
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Serva, 30183, Boehringer
Ingelheim Heidelberg
Merck, 1.06346.0500,
Darmstadt

Serva; 20763, Baaler

Ingelheim, Heidelberg
Merck, 1.06329.1000,
Darmstadt

Merck, 1.09136, Darmstadt
TKA-LAB
Wasseraufbereitungssystem
Typ HP 5 UV

Merck, 1.09057.1000,
Darmstadt
Apotheke UKSH Campus
Lubeck

Sigma, T 7009, USA
Sigma, S- 4641, Steinheim

Bio- Rad Laboratories,
161-0716
Hercules, CA 94547
Sigma, C-7129, Steinheim

PAA; | 11-007, Pasching
Gibco; 1392, Karlsruhe
Safc; A 2153- 50@&iBheim
Sigr637, Steinheim
PAA; A 15773, Pasghi
Gibco; 52400, Karlsruhe
Gibco; 15070-083yIsruhe
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Ultroser G Pall  Biosepra; 15950-017,
Frankreich

2.1.3 Materialien fur Zellkulturen

Einfrierréhrchen, 1,8 ml Cryo TuBé Vials
nunc™, Roskilde, Danemark
Kulturflaschen, 25, 75, 175 ém tissue culture flask, Sarstedt,
USA
Pipetten, 2,5,10, 25 ml Cellstar, greinerdne,
Frickenhausen
Pasteurpipetten, 230 mm, Glas Assistent, Delatsdh
Pasteurpipette, single use, 3 ml, steril VWR, héaver
Falcon-Rohrchen, 50 ml, steril Cellstar, greinie-one,

Frickenhausen

PS-Ro6hrchen, 12 ml, steril Cellstar, greinerdine,
Frickenhausen
Zellsieb, 70pum Falcon, Becton Dickinson

2.1.4 Zubehor fur die Assays

Inserts PorengréfRe 3 um Transwell, Corning, USA

Omnilab-Laborzentrum,

Bremen
Platten Tissue Culture Plate; 24-Well Sarstediytdén, USA
Tissue Culture Plate; 96-Well
2.1.5 Farbungen
Kristall Violett Carl Roth; T123.1, Karlsruhe

0,1 g/100 ml destilliertes Wasser
Pulver wurde vorher mit Ethanol (100 %) gel6st
Trypan Blue Solution (0,4%) Sigma; T 8154, Tkaahen

2.1.6 Assays und Kits
BCA ™ Protein Assay Kit Pierce; Rockford, USA
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MTT- Stoffwechseltest

2.1.7 Testsubstanzen

Cay10444

FTY720

Pertussis Toxin

Phytosphingosin

SEW-2871

Sphingosin-1-Phosphat
VPC 24191

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Combitips plus, 5 ml, steril
Einmalspritze, 5 ml, steril
Falcon-Réhrchen, 15 ml, steril

Handschuhe

Indikatorpapier

Kanule

Kosmetiktticher

Pipettenspitzen, 200, 1000pul,
PS-Rohrchen 4,5 ml, steril
Reagiergefal3e 1,5ml
Reagiergefal3e 2,0ml
Schraubbecher 100 ml, steril

Sigma; M2128

Cayman Chemical,
298186-80-8, Ann Arbor, USA
Calbiochem, 344597, Merck
Biosciences Gmbh, Schwalbach
Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
P2980, Taufkirchen

Avanti Polar Lipids, 860499P,
Alabaster, Alabama, USA
Biomol, 256414-75-2,
Hamburg

Biomol, 26993-30-6, Hambu

Avanti Polar Lipids,857365,
Alabaster, Alabama, USA

Eppendorf, Hamburg
B. Braun, Melsungen
Cellstar, greibie-one,
Frickenhausen
Peha-soft powderfree,
Hartmann, Heidenheim
Macherey- Nagel, Diren
Becton Dickinson, Spanien
AS 67, astrein, Dahlewitz
Eppendorf Reloadpendorf
Cellstar, greinerdine,
Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
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Stericup,

Sterilfilter,
Tucher

Wattestabchen

2.1.9 Geréate und Software

Abzug

Brutschrank
Erlenmeyerkolben, 250 ml
Gefrierschrank, -20°C
Gefrierschrank, -80° C
Hitzeblock

Kamera

Kihlschrank, 4° C

Magnetrihrer

Magnetruhrer
Messzylinder, 1000 ml

Microplate Reader

Mikroskop
Mikroskop

Neubauer-Zahlkammer
Pipettierhilfe
Pipettierhilfe

Pumpe

0,2 um PorengroRRe

250 ml, 0,22 um Porengroélie
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Milliporegooation
Billerica, Massachusetts, USA
Sarstedt, Nurolire
Wypall X 60, Kimberly Clark
NOBA Verbandmittel,
Wetter

Typ 2-412 NL, Kottermann,
Uetze- Hanigsen

Sanyo Gnkubator

Schott, Deutschland

Bosch economic

Heraeus, Osterode arz Ha
Thermomixer compact,
Eppendorf, Hamburg

EOS 350 D Digital, Canon,
Japan

Bosch

Mini MR standard, IKA
Labortechnik, Deutschland

EMA 30, IDL GmbH Nidderau

Vit Lab, West Germany

MRX, Dynatech Laboratories,
Denkendorf
Wilovert A, Hund, Wetzlar
Axiovert 135 M, Zeiss,
Deutschland

Assistent, Deutschland
Multipette plus, Eppendorf
Pipetus akku, Hirschmann

KNF, Laboport, Neuberger
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Rotator
Ruttler

Sterilbank

Thermomixer compact
Tischzentrifuge

Variopetten, 10-100 pl, 100-1000ul
Vortex

Waage

Waage

Wasserbad

Wecker

Zentrifuge

2.2 Zusammensetzung der Puffer

Ltf Labortechnik, Wasserburg
Titramax 100, Heidolph,
Bad Nauheim
Clean Air, Biohazard
eppendorf, Hamburg
Biofuge pico, Heraeus, Kendro
Laboratory Products, Osterode
Eppendorf Rese
Heidolph, Deutschland
Kern 770, Kern & Sohn GmbH,
Albstadt
Kern 440-47, Kern & Sohn
GmbH, Albstadt
Kottermann Labortechnik,
Deutschland
Mali
Megafuge 1.0, Heraeus,
Osterode am Harz

Hamolysepuffer: 8,29 g Ammoniumchlorid (NE)
1,00 g Kaliumhydergarbonat (KHCg)
0,037 g Athylendiatetraessigsaure (EDTA)
ad 11 Reinstwassegrilfiltrieren, pH 7,2

Lagerung bei 4°C

ACD-Puffer 1 (56): 0,8 g Zitronensaure
2,2 gnatriumzitrat
2,45¢Glukose

ad Id0destilliertes Wasser, sterilfiltrieren

Lagerung bei 4°C
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ACD-Puffer 2 (56): 7,94 g Natriumchlorid (Na)Cl
0,19 g Kaliahtorid (K CI)
0,043g Natriumgdrogenphosphat-Monohydrat (M Oy)
1,1 g Glukose
0,9 g Natriparogencarbonat (NaHGD
0,3 g HEPES
ad 1000 méuléertes Wasser, sterilfiltrieren,
pH 7,35 (diesen vorher eingestellt mit 1 Normal Bi C

Lagerung bei Raumtemperatur

Tris-Glycine Pulffer: 3 M Glycine pHY9,0
1 M Tris-HCI pH 7,4
1 M MgCh
far 25 ml: 16,7 ml Glycine
5 ml Tris-HCI
1,88 ml Mgdd

mit destillierten Wasser ad 25 ml

Lagerung bei 4° C

Stopp-Puffer des MTT-Assay: 10% SDS
50% N,N-Dimethylformamid
pH 4,7
far 500 ml wurden 50 g SDS in 250 ml destillierten
Wasser und 250 ml DMF geldst und der pH-Wert mit
HCI eingestellt.
Lagerung bei Raumtemperatur

2.3 Zusammensetzung der Medien

Nahrmedium: 500 ml RPMI 1640
50 ml FKS
10 ml Ultoser G
5 ml PenicillBtfeptomycin
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Basalmedium: 500 ml RPMI 1640

5 ml Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium: FKS (nach Bedarf)
10 % DMSO

Migrationsmedium: 50 ml RPMI
0,5 mIBSA ( Stocklosung: 5 g BSA auf 50 ml PBS)

2.4 Zellkultur

2.4.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Die Zellen wurden in Brutschranken bei 5% £ @7° C und Wasserdampf gesattigter
Atmosphare kultiviert. Die Zellen wurden regelmagig frischnem Medium versorgt und
passagiert. Alle Zellkulturarbeiten wurden in St&inken ausgefuhrt.

2.4.2 Granulosazellen

Die verwandten Granulosazellpools wurden aus Fellipiraten von Frauen gewonnen,
die sich einer in vitro Fertilisation (IVF) bzw. nar intracytoplasmatischen
Spermatozoeninjektion (ICSI) unterzogen haben. &timulierung der Follikelreifung
wurden die Frauen mit rekombinanten Follikel-stirmidnden Hormon (FSH; Gonal F®,
Merck-Serono, Darmstadt) behandelt. Zur Suppressiaer vorzeitigen Luteinisierung
bzw. Ovulation wurde ab dem sechsten Tag der Saionl taglich zusatzlich 0,25 mg
Cetrorelix (Cetrotide®, Merck-Serono, Darmstadtplautan injiziert. Sobald mindestens
drei Follikel einen Durchmesser von 17 mm erreieéitten, wurde durch Verabreichung
von 10.000 IU humanem Choriongonadotropin (hCG; r@égpon®, Ferring, Kiel) die
Ovulation induziert. Die Follikelpunktionen wurderach 36 Stunden transvaginal unter
sonografischer Kontrolle durchgefuhrt. Der Antrageziiglich der Nutzung der
Follikelflissigkeit und der Granulosazellen fir sbe Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitat zu Lubeck genehngitragsteller: PD Dr. med. S. von
Otte, Frau cand. med. Christiane Kumpers; Aktefegic 06-167; genehmigt am
12.01.2007).
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2.4.3 Granulosazellpraperation

Die aus der Punktion erworbene Follikelflissigkeiirde bei 1500 Umdrehungen pro
Minute fur 10 Minuten zentrifugiert. Durch die Zehigation setzten sich die Zellen als
Sediment ab. Nach dem Abpipettieren der FollikeBlgkeit wurde das Zellpellet mit 10
ml PBS, das 0,1% BSA beinhaltete, gewaschen. Egefatine weitere zehnminutige
Zentrifugation bei 1500 Umdrehungen pro Minute. &zm wurde der Uberstand
abgesaugt und das verbliebene Zellpellet mit 3 B * 0,1% BSA resuspendiert. Diese
Loésung wurde auf 5ml Ficollpaque Plus pipettiertdufur 20 Minuten bei 1200
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das Verfahdam Ficollgradientenzentrifugation
wurde von Sonntag et al. beschrieben (74). Fisbkin ungeladenes Sucrose-Polymer, das
der dichteabhangigen Trennung von verschiedenepafellationen dient. Wahrend der
Zentrifugation werden die Zellarten aufgrund ihakfferenziellen Dichte voneinander
getrennt und sammeln sich in unterschiedlichen cBtéin des Polymers an. Am Boden
befinden sich aggregierte Erythrozyten und in dehiéht dariiber Granulozyten, die die
Ficoll-Schicht passieren. Aufgrund ihrer geringerddichte befinden sich die
Granulosazellen nach der Zentrifugation tUber deolFEchicht auf dem Interphasering.
Von diesem wurden sie mit einer Pipette aufgesandtin ein neues Rohrchen pipettiert.
Es folgte ein erneuter Waschvorgang mit 10 ml PBE1#6 BSA. Anschliel3end erfolgte
eine erneute zehnminitige Zentrifugation mit 150@ddehungen pro Minute und ein
erneutes Absaugen des Uberstandes. Um noch vedieBrythrozyten zu eliminieren,
wurde das Zellpellet in 5 ml Hamolysepuffer bei Ra@mperatur fir 5 Minuten inkubiert.
Anschlieend wurden 10 ml Wachstumsmedium hinzdgage erneut bei 1500
Umdrehungen pro Minute fir 5 Minuten zentrifugiemhd nach dem Absaugen des
Uberstandes dem Zellpellet 5 ml Wachstumsmediumugjegeben. Die Losung wurde in
eine T 25-Kulturflasche uberfuhrt und die Zellenltiiert. Fir die Versuche wurden
isolierte Granulosazellen von mindestens vier Ratiaen gepoolt, um die Zellvariabilitat

zu gewabhrleisten.

2.4.4 HGL5-Zelllinie

Bei der HGL5-Zelllinie handelt es sich um eine inigierte immortalisierte Granulosa-

Zelllinie. Rainey et al. haben diese 1994 erstrbalschrieben. Ihre Entwicklung erfolgte,
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um Nachteile einer Priméarkultur (Problem der Befitimg, unterschiedliche
Reifungsstadien der aspirierten Follikel, VarigBtlidurch verschiedene Patientinnen) zu
umgehen. Humane Granulosazellen aus Follikelagpiraturden mit dem humanen
Papillomavirus Typ 16 (HPV 16) transformiert. Da@urden sie mit Retroviren infiziert,
die die E6- und E7- Regionen des humanen Papilloosat6 enthielten (61). Die HGL5-
Zellen behalten ihre Fahigkeit, Progesteron undradsil zu produzieren. Die hier
verwandten HGL5-Zellen kamen aus der Klinik fur @kalogie und Geburtshilfe der

Universitat zu Munster, Direktor Prof. Dr. med.Kiesel.

2.5 Thrombozytensekret

Leukozytendepletierte, gepoolte Thrombozytenkonmaémt wurden vom Institut flr
Immunologie und Transfusionsmedizin der Universziéit_ibeck, Direktor Prof. Dr. med.
H. Kirchner, zur Verfligung gestellt. Diese setzsch jeweils aus vier Einzelspenden
gesunder Blutspender zusammen. Das mittlere Paskahgnmen betrug 330 £ 30 ml. Die
Thrombozytenzahl pro Einheit (4 Einzelspenden) Wensich auf 2-4 * 18. Dies
entspricht pro ml 0,7-1,7 * #0rhrombozyten. In jeder Einheit befanden sich < P* 1
Resterythrozyten und < 1* i®estleukozyten pro Einheit. Weitere Bestandteile mi
Thrombozytenkonzentrat waren 0,77-0,83 ml Spendsnph und 0,17-0,23 ml
Stabilisatorlésung CPD (25-27,6 g Natriumcitrat-@lmat, 2,94-3,6 g Zitronensaure-
Monohydrat, 22-24,3 g wasserfreie Glukose, 2,38 2j6Natriumdihydrogenphosphat in
Wasser ad 1000 ml). Durch Leukozytendepletion wad Risiko einer Immunisierung des
Empfangers gegen humane leukozytéare AlloantigeneAJHdes Spenders verringert.
Thrombozytenkonzentrate werden ABO-vertraglich g¢fandiert. Indikationen sind die
Behandlung thrombozytopenischer Blutungen sowie diitungsprophylaxe bei
thrombozytadren Bildungs- oder Umsatzstorungen. sgie 5 Tage bei 22+ 2 °C unter

gleichmafiger Agitation haltbar (79).

2.5.1 Herstellung des Thrombozytensekrets

Die Aufarbeitung der Thrombozytenkonzentrate et®lginen Tag nach Verstreichen der
Verfallsdaten. Jeweils 35 ml des Thrombozytenkotraesmwurden mit 4 ml ACD-Puffer 1
gemischt und bei 1800 Umdrehungen pro Minute fur Ni@uten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und zu jedem der veenkebZellpellets wurden 2 bis 3 ml

ACD-Puffer 2 gegeben. Die mit dem Puffer versetzZiatlets wurden anschlieBend in
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einem Falcon-Rohrchen vereint. 100 Units Thromburden parallel in 5 ml PBS geldst.
Das Thrombin wurde zu den Pellets hinzu gegebermithdem ACD-Puffer 2 auf 100 ml
aufgeflllt. Die Lésung wurde anschlieBend in eis&rilen Erlenmeyerkolben (250 ml)
Uberfuhrt. Der Einsatz von Thrombin diente der &tiexung und Aktivierung der
Thrombozyten zur Freisetzung von Wachstumsfaktobas Verfahren wurde von Nofer
et al. beschrieben (56). Die Losung wurde mit eiddagnetrihrer fur 10 Minuten gerihrt.
Da alle Arbeiten, die der Aufarbeitung des Thromipemkonzentrats dienten, steril
durchgefuhrt werden mussten, wurde das Magnetstabolor Gebrauch mit Alkohol
behandelt und ausschlielich sterile Gefale benwinter Rihren entstanden ein
Zellkonglomerat und klare Flussigkeit. Diese wundein Falcon-R6hrchen tberfuhrt und
bei 1800 Umdrehungen pro Minute fir 10 Minuten mérgiert. Von dem zellfreien
Uberstand wurden Aliquots a 4 ml fur spatere Vensugei —80 °C eingefroren.

2.5.2 Der Begriff ,Thrombozytensekret*

In der englischsprachigen Literatur wird dieselfmse Uberstand ,platelet releasate” (PR)
genannt. Fur diesen Begriff gibt es keine eigemitin deutsche Ubersetzung.
Umschreiben konnte man platelet releasate beisgeds mit ,thrombozytares
Wachstumsfaktorenpréaparat® oder ,Praparat aus vdmonibozyten freigesetzten
Faktoren®. Aus Grinden der Lesbarkeit wird im Folden ausschliel3lich der Begriff

»1hrombozytensekret” verwandt.

2.5.3 Bestimmung der S1P-Konzentration im Thrombozgnsekret

Die S1P-Konzentration im Thrombozytensekret wurdenunstitut fir Immunologie der
Medizinischen Hochschule Hannover (Arbeitsgruppe. Der. nat. M. Gréler)
massenspektrometrisch ermittelt. Die Methodik wurde Sensken et al. beschrieben (72).
Es wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt,ass dlas Ergebnis den Mittelwert der
Einzelergebnisse darstellt.

2.5.4 Behandlung des Thrombozytensekrets mit Aktivihle

Fur die Behandlung von 4 ml Thrombozytensekret war2l0 mg Aktivkohle entsprechend
0,5 % und 2 mg Dextran entsprechend 0,05 % abgewoige zu dem aufgetauten Sekret
in ein PS-Rohrchen gegeben. Dieses wurde lber Nadktihlraum in einem Rotator Uber

Kopf geschuttelt. Am nachsten Tag wurde die Losargjerile Eppendorfgefal3e Uberfihrt
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und daraufhin bei 3000 Umdrehungen pro Minute fiiMBnuten in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettierheart in EppendorfgefaRe uberfiihrt und
bei gleicher Umdrehungszahl und Dauer zentrifuglem Aktivkohle hatte sich durch die
Zentrifugation als Sediment abgesetzt und konntevarden werden. Dieser Vorgang
wurde wiederholt, bis der Uberstand klar und keReste der Aktivkohle mehr zu
erkennen waren. Das auf diese Weise behandeltenibaytensekret wurde dann frisch

fur den Migrationsassay genutzt.

2.5.5 Behandlung des Thrombozytensekrets mit Hitze

Aufgetautes Thrombozytensekret wurde fur die Higeindlung in sterile
Eppendorfgefal3e tberfihrt und diese fur 30 Minuten 90°C in einem Thermomixer
belassen. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugatios 8ekrets bei 4000 Umdrehungen pro
Minute fir 20 Minuten in einer Tischzentrifuge. Diich bei der Zentrifugation
abgesetzten Pellets wurden verworfen. Der Uberstamde abpipettiert und umgehend

als weitere Testsubstanz im Migrationsassay veretend

2.5.6 Behandlung des Thrombozytensekrets mit alkacher Phosphatase

Die hier angewandte Behandlung des Thrombozyteateknit alkalischer Phosphatase
diente der Inaktivierung des darin enthaltenen &idP beruft sich auf das Verfahren von
Ruwisch et al. (68). Fur den Verdau des Thrombowgkrets durch alkalische
Phosphatase wurden von 450 ul Tris-Glycine Pufféri8 abgenommen und verworfen.
Im Gegenzug wurden 8,5 pl Alkalische Phosphataseulgegeben. Dies entsprach 50
Units des Enzyms. Das Entfernen von Puffer dieamidtrotz der Zugabe von alkalischer
Phosphatase ein Gesamtvolumen von 450 pl zu beh&itedem Gemisch wurden 1500
ul Thrombozytensekret hinzugefiigt. Es folgte einiltigminttige Inkubation im

Wasserbad. Daraufhin wurden zur Neutralisation mi¢sNertes 100 pl HCI zugegeben
und die Lésung bei 3000 Umdrehungen pro Minutezi&mn Minuten zentrifugiert. Der

Uberstand wurde im Anschluss fir die Versuche genutachdem mit Hilfe von

Indikatorpapier ausgeschlossen wurde, dass die nigoinen zu niedrigen pH-Wert
aufwies. In diesem Falle wurde zur Neutralisatioatrbinlauge in 10 pl-Schritten

hinzugegeben, bis sich ein Farbumschlag von geth nasa vollzog. Die Verdiinnung, zu

welcher es durch Zugabe von Puffer, Salzsaure witbNMauge kam, wurde zuvor in die
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Berechnung der Konzentration des Sekrets fir degrdddlonsassay mit einbezogen. Auch
das auf diese Weise modifizierte Sekret wurdelirisadden Versuchen verwendet.

2.6 Sphingosin 1-Phosphat
1 mg Sphingosin 1- Phosphat wurde in 2 ml Meth&eol65°C im Wasserbad gel6st. Von

der Losung wurden Aliquots a 25 ul in Eppendorf@efagefillt und diese zur
Konservierung mit Stickstoff eingedampft. Das S1Brwun als weildlicher Film am
Boden der GefalRe erkennbar. Das S1P wurde in digsstand bei —20°C gelagert. Zur
Verwendung des S1P in den Versuchen wurde einkiStamg von 125 uM hergestellt,
indem das eingedampfte S1P mit 250 ul BSA (0,4 éMigcht und diese Losung bei 37°C
und 1400 Umdrehungen pro Minute fur 30 Minuten ihefimnomixer geschuttelt wurde.
Die Behandlung des S1P mit Hitze und Aktivkohlelieéranalog der Behandlung des
Thrombozytensekrets. Beim Verdau des S1P durchistka Phosphatase wurden anstatt
50 Units des Enzyms 100 Units benutzt. Hier wurtiémul von 450 pl Tris-Glycine Puffer
abgenommen und anschlieBend durch 17ul alkalistlosghatase ersetzt. Die weiteren
Schritte stimmten mit denen des Thrombozytensekeettaus Uberein. Allerdings war
eine Korrektur des pH-Wertes der Lésung durch Zagaim Natronlauge nicht notwendig,
da die Verdinnung des S1P mit Basalmedium stadkedia des Thrombozytensekrets

war.

2.7 Follikelflissigkeit

Bei der Granulosazellprdperation wurden (wie oberschrieben) Zellen und
Follikelflissigkeit durch Zentrifugation voneinamdgetrennt. Die als Uberstand separierte
Follikelflissigkeit wurde abpipettiert. Analog zerd Granulosazellen wurde auch hier aus
Aspiraten von mindestens vier Patientinnen gepadlt. diesem Zweck wurden die
Follikelflissigkeiten in einem Erlenmeyerkolben mihem Magnetrihrer vermischt. Fur

spatere Experimente wurde sie bei -80°C gelagert.
2.8 Migrationsassay

2.8.1 Allgemeines

Die hier verwandten Migrationsassays bestanden zuer Well-Platten und dazu

passenden Inserts, die einen Durchmesser von 6,bimdneine Membranflache von 0,33
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cn? besaRen. Durch Einsetzen von Inserts wurden dies\iieein oberes und ein unteres
Kompartiment geteilt, wobei die Membran des Inselits Grenzflache darstellte (sog.
boyden chamber; Abb.3). Das Insert war in eineml\Algigehéngt, so dass die Membran
zum Boden einen Abstand von einem Millimeter hdite. Membran verfugte Gber Poren
mit einer Gré3e von 3 um. Durch diese erfolgte Membranpassage vom oberen in das
untere Kompartiment. Beim Gebrauch des Migratiosespasvurden zuerst die unteren
Kompartimente mit 600ul Assayvolumen befillt, dés eingesetzten Testsubstanzen in
unterschiedlichen Konzentrationen enthielt. Daraufivurden die Inserts in die Wells
eingefugt und in die oberen Kompartimente jewed® 1l Medium, die 100 000 Zellen
enthielten, pipettiert. Es schloss sich eine zwgstidndige Inkubation im Brutschrank bei
37 °C und 5% CO2 an. Nach dieser Zeit wurde dierddign quantifiziert.

Transwell insert

— Upper compartment

Microporous membrane

Lower compartment

Transwell Permeable Support

Abb. 3: Schematische Darstellung einer boyden chareb

Die Membran des Inserts teilt das Well in ein obergund ein unteres Kompartiment. Diese Membran verfgt tiber
Mikroporen, durch die eine Zellmigration vom oberenin das untere Kompartiment méglich ist. Der Abstand
zwischen dem Boden des Wells und der Membran betrigeinen Millimeter (nach: Corning Incorporated,
Instructions for Use, printed 7/04).

30



Material und Methoden

2.8.2 Vorbereitung des Migrationsassay

Zur Vorbereitung auf die Versuche wurden die Irsdiber Nacht in Basalmedium
prainkubiert. Die Wells wurden so beflllt, dass dlembran von beiden Seiten vom
Medium benetzt war. Am nachsten Tag wurden Zellah X8 ml Accutase aus den
Zellkulturflaschen gelost. Die Accutase wurde ddidu ca. 3 Minuten auf den Zellen
belassen. Nach Uberfiihrung der Zellen in ein FaR6hrchen und einem Spiilvorgang
der Flasche mit 10 ml PBS wurde dieses fir 10 Minupei 1500 Umdrehungen pro
Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstabdemommen und das Zellpellet in
Migrationsmedium resuspendiert. Es folgte die Zaglder Zellen mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer. Dazu wurden 10 ul der ZellsuspensiOniUMigrationsmedium und 50 pl
Trypan-Blau gemischt und ein Teil davon auf dielkammer aufgetragen. Die Ermittlung
der Zellzahl beruhte auf der mikroskopischen Aubréth der Zellen in 4 Quadraten.
Vitale Zellen stellten sich ungeféarbt dar, abgdstae Zellen waren blau gefarbt und
wurden nicht gezahlt. Auf diese Weise war eine irgfder Zellvitalitat moéglich. Die
erhaltene Zahl wurde zur Ermittlung des Mittelwsrtieirch 4 dividiert. Dieser Wert wurde
mit dem Faktor 5 (1:5 Verdinnung mit dem Migratioeslium), dem Faktor 2 (1:1
Verdinnung mit Trypan-Blau) und dem Faktor 1000Qak(br der Zahlkammer)
multipliziert. Das Ergebnis stellte die Zellzahbpnl dar. Anhand der ermittelten Zellzahl
konnte die Zellsuspension mit Migrationsmedium prégshend so verdinnt werden, dass
sich etwa 100 000 Zellen in 100 pl Medium befandem.weiteren Schritt wurden die
unteren Kompartimente einer 24-er Well-Platte mi60 pl Basalmedium befillt und die
Uber Nacht inkubierten Inserts in die Platte eifigef Von der neu angesetzten
Zellsuspension wurden dann jeweils 100 pl in diereb Kompartimente pipettiert, so dass
sich auf jeder Membran ca. 100 000 Zellen befandes.folgte eine zweistindige

Inkubation im Brutschrank.

2.8.3 Durchfiihrung des Migrationsassay

Nach zweistiindiger Inkubation wurden die Insertsime neue Platte umgesetzt. Deren
Wells waren zuvor mit den jeweiligen Testsubstanbafillt worden. In der sich
anschlielenden zwanzigstindigen Inkubation im Bhutsk erfolgte die Migration der
Zellen aus dem oberen Kompartiment durch die Memlimadas untere Kompartiment.

Nach Inkubation wurden die Inserts mit einer Pitezetus den Wells gehoben und die
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oberen Kompartimente zuerst mit einem trockenen dexth mit einem PBS-getrankten
Wattestédbchen gesaubert. Dieser Schritt diente Béseitigung aller nicht migrierten
Zellen von der Membranoberflache. Die Inserts wardaraufhin unter dem Abzug fir ca.
15 Minuten getrocknet. Der nachste Arbeitsschetitnd in der Fixierung der migrierten
Zellen an der Membranunterseite. Dazu wurden jew&lO pl Methanol (100 %) in die
unteren Wells einer unsterilen 24-er Well-Plattgedeen und die Inserts eingefiigt. Die
Platte wurde fur eine Stunde in den Kihlschrankejjgsdie Inserts anschlieBend aus der
Platte gehoben und wieder fiir ca. 15 Minuten udén Abzug getrocknet. Zur Féarbung
der Zellen wurden die Inserts flir 2 Stunden in Waingeftigt, in die zuvor 700 ul
Kristallviolett pipettiert wurden. Um Farbrtcksté@ndu beseitigen, wurden die Inserts nach
der Farbung so lange in mit Leitungswasser gefulR&atten gespdlt, bis sich das Wasser
nicht mehr verfarbte. Nachfolgend wurden die Zefitheanen der migrierten Zellen mit
Dodecylsulfat (10 %) lysiert. Nachdem die Insert$rgcknet waren, wurden dazu je 200
ul SDS auf die Membran jedes Inserts pipettiert diedPlatte fir 10 Minuten auf einen
Ruttler gestellt. Dadurch wurde erreicht, dass gias SDS durch die lysierten Zellen blau
anfarbte. Je mehr Zellen sich auf der Membran hikfiandesto dunkler blau stellte sich
nun die Flussigkeit in den Wells dar. Von dem detm SDS wurden anschliel3end jeweils
100pl in Wells einer 96-er Well-Platte pipettiddie Messung der Absorptionen erfolgte
mit Hilfe eines Plattenreaders bei 560 nm. DiesadHabung des Migrationsassay ist von

Hornung et al. beschrieben worden (29).

2.8.4 Migrationsassay mit einer Konzentrationsreihevon Thrombozytensekret

Die unteren Wells einer 24-er Well-Platte wurdewgigs mit 600 ul einer Mischung aus
Thrombozytensekret und Basalmedium beflllt. Diesmgesetzten Mengen des
Thrombozytensekrets waren 0, 10, 20, 40, 80 undAd@do 100 pl Mischung. Die Inserts,
in denen die Zellen 2 Stunden lang inkubiert hattremrden dementsprechend in die mit
dem Thrombozytensekret befillten Wells eingeséigtfolgte wie oben beschrieben die

zwanzigstundige Inkubation.

2.8.5 Migrationsassay mit einer Konzentrationsreihevon S1P

Aus der Stocklosung des S1P wurden durch das Misahé Basalmedium funf
verschiedene Konzentrationen hergestellt, die gnalbum oben beschriebenen

Versuchsaufbau eine S1P-Konzentrationsreihe ergdbieneingesetzten Konzentrationen
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waren 0,1 uM, 0,2 uM, 1 uM, 5 uM und 10 puM S1P. \desen wurden ebenfalls je 600
ul in Wells einer 24-er Platte gegeben und die rissenit den vorinkubierten Zellen

eingefugt.

2.8.6 Migrationsassay nach Manipulation von Thrombaytensekret bzw. S1P

Die Wells wurden mit Basalmedium und jeweils vierschiedenen Modifikationen von
Thrombozytensekret bzw. S1P befillt. Es handeleh diierbei um unbehandeltes,
hitzebehandeltes, mit Aktivkohle und mit alkaliscRhosphatase behandeltes Sekret bzw.
S1P. Als Konzentrationen fir das Thrombozytensekmed S1P wurden die in den
Vorversuchen spezifisch fur die beiden Zellartemitelten Wirkoptima verwandt. Die
gewilnschte Konzentration wurde durch Mischen debs@mzen mit Basalmedium
erreicht. Als Negativkontrolle diente reines Basadimm, als Positivkontrolle das
unbehandelte Sekret bzw. S1P. Die Zellmigrationdewauch hier fir jede Konzentration
dreifach bestimmt. Die weitere Handhabung des Mignaassays verlief wie beschrieben

analog zum ersten Versuch.

2.8.7 Migrationsassay mit Agonisten und Antagonisteder S1P-Rezeptoren
Die eingesetzten Agonisten und Antagonisten simdrdbeelle 1 zu entnehmen.

Die Agonisten und Antagonisten lagen in insgesamt verschiedenen Lésemitteln vor.
Zur Kontrolle wurden die Ldsemittel jeweils isoliemach einer entsprechenden
Verdinnung mit Basalmedium (1:100) in die Versuel@n einbezogen

(Negativkontrolle). Als Positivkontrolle diente wderum Thrombozytensekret in der
bereits ermittelten Konzentration seines Wirkoptinsu Zum Erreichen dieser
Konzentration wurde das Sekret mit dem Gemisch Basalmedium und Ldsemittel
vermischt. Die verwandten Losemittel waren fur SE87-1, FTY720 und Pertussis-Toxin
Dimethylsulfoxid, fir Cay10444 Dimethylformamid, rfiPhytosphingosin Methanol und
fur VPC 24191 ein Gemisch aus Dimethylsulfoxid, zSaure und bovinem Serum-
Albumin. Zur Herstellung dieses Losemittels wurd@methylsulfoxid und 1N Salzs&aure
im Verhdaltnis 95: 5 vermischt und mit wassrigertffeter BSA-L6sung (3 %) im

Verhaltnis 1:20 verdinnt.
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Tab. 1: Ubersicht (iber die untersuchten Agonisten id Antagonisten der S1P-Rezeptoren

Name

Charakterisierung

Eingesetzte

Konzentration

Eingesetzte

Konzentration

bei der HGL5- bei den primaren
Zelllinie Granulosazellen
2-Amino-2-(2-(4- Agonistdes S1f, |1 n M, 1uM InM,1uM
octylphenyl)ethyl)propane-S1R-, S1R- und
1,3-diol, HCI (FTY720) S1R-Rezeptors
Phytosphingosine 4- Agonist der S1PR 0,2 uM, 2 uM 0,2 uM, 2 uM
Hydroxysphinganine und S1Rg-
(2S,3S,4R)-2-Amino- Rezeptors
1,3,4-Octadecanetriol
(Phytosphingosin)
5-[4-Phenyl-5- Agonistdes S1f£ | 0,1 uM, 1uM 0,2 uM, 1 pM
(trifluoromethyl)thiopen-24 Rezeptors
yl]-3-[3-trifluoromethyl)
phenyl]-1,2,4-oxadiazole
(SEW-2871)
(S)-Phosphoric acid monag-Agonist der S1R 0,1 uM 0,2 uM
[2-amino-3-(4-octyl- und S1R-Rezeptors
phenylamino)-propyl]
ester (VPC 24191)
2-undecyl-thiazolidine-4- | Antagonist des 0,2 uM, 1 uM 0,2 uM, 1uM
carboxylic acid S1R-Rezeptors
(Cay10444)
Pertussis-Toxin (PTX) Inhibitor vond&s;- | 100 ng / mli 100 ng / ml
Proteinen

Fur die Herstellung der gewlinschten Konzentratiowarde zuerst eine Vorverdinnung
mit dem jeweiligen Ldsemittel vollzogen und im AhBess wiederum eine 1:100
Verdinnung mit Basalmedium. Durch diese zweite Uerding wurde erreicht, dass der

Losemittelanteil in den Kontrollen und in den Armit mit den Agonisten und
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Antagonisten gleich grol3 und die Migration der &elldamit vergleichbar war. Zur
Vorbereitung auf den Agonisten-Assay wurden die Zeiten beflllten Inserts wie tblich
fur zwei Stunden mit Basalmedium vorinkubiert. InmtAgonisten-Assay erfolgte eine
einstindige Vorinkubation mit Basalmedium und esieh anschlie3ende Vorinkubation
mit den Antagonisten PTX und Cayl10444. Agonistemad uAntagonistenassay
unterschieden sich zudem darin, dass im Agonistaian Basalmedium und im

Antagonistenansatz Thrombozytensekret zugegebetewur
2.9 MTT-Assay

2.9.1 Prinzip

Der MTT-Assay, erstmals 1983 von Mosmann beschnie{&?), ist ein quantitativ-
colorimetrischer Test zur Bestimmung der Zellpetittion. Das Prinzip des MTT-Zell-
Proliferationsassay beruht auf der Reduktion ddisegeTetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium brose) durch Dehydrogenasen in
stoffwechselaktiven Zellen. Als Reaktionsprodukisezht das wasserunldsliche Formazan,
das blau-violett gefarbt ist. Dieses kann photoiseltr gemessen werden. Die

Farbintensitat der Lésung und Vitalitat der Zeléémd einander direkt proportional.

2.9.2 Durchfihrung

Der MTT-Assay wurde in 96-er Well-Platten angeseltatjedes Well wurden 100 pl
Kulturmedium mit 10 000 Zellen gegeben (Herstellumgalog Migrationsassay) und
anschlieend fir ca. 3 Stunden im Brutschrank imttibin dieser Zeit setzten sich die
Zellen auf dem Boden der Wells ab. AnschlieRenddeutas Medium als Uberstand mit
einer Pipette aus den Wells abgesaugt, wobei dgeardthtet wurde, die auf dem Boden
haftende Zellschicht nicht zu beschadigen. Es éolgjn Spulvorgang mit 100 ul PBS.
Daraufhin wurden den Zellen verschiedene Testsnbsta(ebenfalls je 100 pl) zugesetzt
und diese fiur 20 Stunden auf den Zellen belassedel vorliegenden Studie waren dies
Follikelflissigkeit und Thrombozytensekret in vérsrlenen Konzentrationen, die durch
Mischen mit Basalmedium hergestellt wurden. Dieulvdtion erfolgte im Brutschrank.
Zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitat wurden darauf folgenden Schritt 10 pl
MTT-L6sung auf jeden Ansatz gegeben und die Plaften4 Stunden im Inkubator
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verwahrt. Zuvor wurden die Testsubstanzen abpegyettind wiederum durch 100 pl
Kulturmedium ersetzt. Die MTT-L6sung wurde herghistéurch L6ésung von 250 mg
MTT in 50 ml PBS und Sterilfiltration dieser Suspem. Nach der vierstiindigen
Inkubationszeit wurden 100 pl Stopp-Puffer zu dest3ubstanzen in jedes Well gegeben
und die Platten 20 Stunden bei Raumtemperatur wntbtausschluss inkubiert. In dieser
Zeit erfolgte ein Farbumschlag von gelb nach blaie. Absorptionsmessung der Ansatze

erfolgte dual im Plattenreader bei 560 und 650 nm.

2.10 Auswertung

Die Auswertung der Migrations- und Proliferatiorsags erfolgte mit dem
Computerprogramm ,EXCEL"“. Fur jede Testsubstanz deurmmer mindestens eine
Dreifachbestimmung im Assay durchgefihrt. In allevlersuchen wurde eine
Negativkontrolle eingesetzt, die die Migration bRvoliferation der Zellen bei Inkubation
mit Basalmedium darstellte. Die gemessenen Absorpti der Negativkontrolle wurden
gemittelt und als Bezugsgrof3e verwandt. Jeder Massier verschiedenen Anséatze wurde
durch diesen Wert geteilt (,foldness-Werte*) und aliesen relativen Grol3en wiederum
der Mittelwert gebildet. Es ergab sich fur die Nigdentrolle ein Wert von 1 und fur die
anderen Ansatze Verhaltniszahlen (,Relative Migmatbozw. Proliferation”). Diese wurden
in Balkendiagrammen veranschaulicht, wozu das Ceenprogramm Graph Pad Prism 4
verwendet wurde. Die Standardabweichung der Mesesweuarde berechnet und durch
Fehlerindikatoren tGber den Balken dargestellt. @atersuchung auf Signifikanz wurden
initial die foldness-Werte der Absorptionen mittelses one way ANOVA (engl.: analysis
of variance) mit einer sog. Tukey-Korrektur fur tiples Testen analysiert. Signifikante,
von der Negativkontrolle abweichende Werte wurdeséizlich mit einem einseitigen t-
Test fur gepaarte Stichproben auf Signifikanz dete®ies erfolgte ebenfalls mit dem

Computerprogramm Graph Pad Prism 4.
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3. Ergebnisse

3.1 Thrombozytensekret

3.1.1 S1P-Konzentration im Thrombozytensekret

Die Konzentration des S1P im Thrombozytensekret dauextern im Institut fur
Immunologie der Medizinischen Hochschule Hannovegr pMassenspektrometrie
gemessen. Die Messung ergab eine mittlere S1P-Ktnatien von 3,2 uM.

Die Thrombozytensekret-Konzentrationsreihe (10, 40, 80 und 100 pl TS/100ul) ist
durch die nun bekannte S1P-Konzentration im Thrawtemsekret darstellbar als 0,32,
0,64, 1,28, 2,56 und 3,2 uM S1P.

3.2 Migrationsassays

3.2.1 Migrationsassay mit einer Konzentrationsreihevon Thrombozytensekret

Mittels eines Migrationsassay mit einer Konzentragreihe von Thrombozytensekret
sollte die Mdoglichkeit einer Migrationsinduktion ith das Thrombozytensekret sowie
ggfs. dessen Wirkoptimum untersucht werden. Digesetzten Mengen waren 10, 20, 40,
80 und 100 pl Thrombozytensekret pro 100 ul Testsuz (Thrombozytensekret in
Mischung mit Basalmedium). Zudem wurde als Negaintkolle die Zellmigration bei
Inkubation mit reinem Basalmedium eingesetzt. DigelBnisse werden im Folgenden als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

HGL5-Zelllinie:

Die HGL5-Zelllinie zeigte bei einer Thrombozytensstkkonzentration von 10 pl eine
kaum von der Negativkontrolle (1,0 £ 0,142) abweiuntle Migration von 1,044 + 0,187
(Abb.4). Bei der nachst hoheren Konzentration desofbozytensekrets (20 pl) war die
Migration 1,194 * 0,236 fach erhoht, ohne sichistiath von der Negativkontrolle zu
unterscheiden. Das Migrationsoptimum lag mit einaittleren Wert von 1,784 + 0,429
bei 40 ul deutlich Uber den anderen Werten und (lach)signifikant gegentber der
Negativkontrolle erhdht (p=0,0003). Bei 80 pl Thitwmaytensekret war die induzierte
Migration der HGL5-Zellen (1,239 * 0,272) wiederutleeh kleiner. Bei der Stimulation
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durch reines Thrombozytensekret (100 ul) wurde &ligration erreicht, die auf Niveau
der basalen Migration lag (1,046 + 0,136).

3_

Migrationsinduktion (n-fach)

I
80 100

Abb. 4: Migrationsassay mit einer Thrombozytensekré&Konzentrationsreihe

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5- (weil3) und prirdren

Granulosazellen (schraffiert) bei Stimulation durch Thrombozytensekret in den Konzentrationen 10-100pl
zugesetzt zu jeweils 100 upl sowie ausschlielRlich #émedium (BM) im Assay (Negativkontrolle) nach
zwanzigstiindiger Inkubation. Markierungen: * (p < 0,05 vs. Negativkontrolle). HGL5: n=9; GLZ: n=3.

Primare Granulosazellen:

Die primaren Granulosazellen zeigten bei der ktem& hrombozytensekretmenge (10ul)
eine im Bereich der Negativkontrolle (1,0 + 0,21&gende Migrationsinduktion von

1,106 + 0,181 (Abb.4). Das Migrationsoptimum beij0stach mit einem mittleren Wert

von 2,605 + 0,106 sehr deutlich hervor und warifilggnt gegentber der Negativkontrolle
erhoht (p=0,003). Alle tbrigen erhobenen Werte wareht signifikant erhdoht. Bei einer

zugesetzten Menge von 40ul betrug die Migrationsgitidn 1,344 + 0,307. Noch geringer
fiel das Ergebnis bei 80 pl Thrombozytensekretemer mittleren Migration von 1,182 +

0,361 aus. Durch Stimulation mit reinem Thromboagekret lag die erhobene Migration
bei 1,296 + 0,708.
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Das Wirkoptimum des Thrombozytensekrets lag bei geimaren Granulosazellen
demnach eine Konzentrationsstufe unterhalb dedH@dr5-Zelllinie. Zudem zeigten die

primaren Zellen hier eine starkere Migrationsindukials die immortalisierten Zellen.

3.2.2 Migrationsassay mit einer Konzentrationsreihevon S1P

Dieser Assay diente analog dem Migrationsassay deit Konzentrationsreihe von
Thrombozytensekret der Ermittlung einer potenzreNéigrationsinduktion durch das S1P
und seines Wirkoptimums. Das S1P wurde durch Misckeiner Stocklésung mit
Basalmedium in funf verschiedenen Konzentrationiegesetzt. Dies waren 0,1 uM, 0,2
UM, 1 uM, 5 uM und 10 uM S1P. Die erhobene Zellatign bei Inkubation mit reinem
Basalmedium diente als Negativkontrolle.

HGL5-Zelllinie:

Die HGL5-Zellen zeigten mit steigenden Konzentrnagio des S1P eine abnehmende
Migrationsbereitschaft. Die starkste Migration @46+ 0,249) wurde bei der kleinsten
Konzentration von S1P, also bei 0,1 uM erreichtt p%0,0001 war das Wirkoptimum
(hoch)signifikant gegentber der Negativkontrollgd(x 0,027) erhoht (Abb.5). Bei einer
Konzentration von 0,2 uM S1P war die Migration B3¥ 0,278 fach erhoht. Keine
Migrationsinduktion konnte hingegen bei 1 pM Sl1Pod@ehtet werden. Mit einer
mittleren Migration von 0,981 + 0,209 unterschiedhsdas Niveau nicht von der
Negativkontrolle. Vergleichbare Werte zeigten sbgh S1P-Konzentrationen von 5 bzw.
10 pM. Es wurde bei beiden Konzentrationen ebenfidine Migration induziert. Die
erhobenen Mittelwerte waren 0,983 + 0,062 bzw. ©90,171.

Priméare Granulosazellen:

Das Migrationsverhalten der primaren Granulosagelleigte bis zu einer S1P-
Konzentration von 0,2 pM (Wirkoptimum) einen steiden und danach wieder
abfallenden Verlauf (Abb.5). Bei einer Konzentratieon 0,1 uM S1P wurde gegeniber
der Negativkontrolle (1,0 + 0,018) eine 1,425 +47,Tach erh6éhte Migration erreicht. Die
erhobene mittlere Migration bei 0,2 uM S1P betry@BT + 0,543 mit einer Signifikanz
zur Negativkontrolle von p=0,021. Bei 1uM S1P lag dhittlere Migration bei 1,284 +
0,117, bei 5 uM S1P nur noch bei 1,035 + 0,017 .n&efellmigration wurde bei der
hochsten Konzentration (10 puM S1P) beobachtet. Bagau lag unterhalb des der
Negativkontrolle mit einer mittleren Migration vén842 + 0,10.
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Das S1P-Wirkoptimum der primaren Granulosazellgrhiar um eine Konzentrationsstufe
oberhalb des der HGL5-Zellen. Im Gegensatz zu dgelnissen des Assays mit einer

Konzentrationsreihe von Thrombozytensekret war dieMigrationsinduktion der HGL5-
Zellen starker ausgepragt.

3 *
T *
i
p . % 1

Abb. 5: Migrationsassay mit einer S1P-Konzentratiosreihe

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5- (weil3) und prirdren
Granulosazellen (schraffiert) bei Stimulation durch S1P in verschiedenen Konzentrationen (uM) und dutt
Basalmedium (Negativkontrolle) nach zwanzigstindige Inkubation. Abkirzungen: BM=Basalmedium,

S1P=Sphingosin 1-Phosphat. Markierungen: * (p< 0,08s. Negativkontrolle). HGL5: n=5; GLZ: n=4.

3.2.3 Migrationsassays mit manipuliertem Thrombozynsekret und S1P

Ziel dieses Assay war die Untersuchung der Auswigem einer Manipulation von
Thrombozytensekret und S1P mit Hitze (Proteindertextung), Aktivkohle
(Lipidextraktion) und alkalischer Phosphatase (egporylierung) auf die Zellmigration.
Als Positivkontrolle diente die Zellmigration bei tiSulation mit nativem
Thrombozytensekret bzw. S1P, in der Konzentraties pweils in den Vorversuchen

ermittelten Wirkoptimums (HGL5-Zellen: 40 pl TS ufdl uM S1P; Granulosazellen: 20
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pul TS und 0,2 pM S1P (Kap. 3.2.1 bzw. Kap. 3.2.As Negativkontrolle wurde
wiederum die Migration bei Inkubation mit Basalmedi verwendet. Zudem war von
Interesse, ob sich das Migrationsverhalten deredetwischen dem Thrombozytensekret-
und S1P-Assay als aquivalent darstellt. Daraus tie@nRUckschliisse gezogen werden, ob
die durch das Thrombozytensekret induzierte Migratwuf das Vorhandensein von S1P

erklart werden konnte.

3.2.3.1 Hitze

HGL5-Zelllinie:

Durch natives Thrombozytensekret (40 pl) wurdedesi HGL5-Zellen eine 4,438 + 0,493
fach erhthte Migration induziert, die gegenuber d#exgativkontrolle (1,0 £ 0,103)
signifikant gesteigert war (p=0,004). Bei Stimubatider Zellen mit hitzebehandeltem
Thrombozytensekret war die mittlere Migration (B8& 1,108) ebenfalls signifikant
gegenuber der Negativkontrolle erhoht (p=0,023). isglhen nativem und
hitzebehandeltem Thrombozytensekret bestand kgifikanter Unterschied.

Natives S1P (0,1 uM) bewirkte eine gegenuber degahekontrolle 2,768 + 0,415 fach
gesteigerte Zellmigration (p=0,008). Eine noch etwtirkere Migration (3,041 *+ 0,465;
p=0,021) bewirkte das hitzebehandelte S1P. Auchr hiaterschieden sich die
Zellmigrationen nicht signifikant voneinander (AB).

Primare Granulosazellen:

Bei den Granulosazellen war die durch natives Tlagtensekret (20ul) induzierte
Migration im Mittel 5,260 + 0,855 fach gegenubenr déegativkontrolle (1,0 + 0,194)
erhoht und damit signifikant gesteigert (p=0,004Bei Hitzebehandlung des
Thrombozytensekrets war die Zellmigration 4,519 ,678 fach erhoht. Gegenuber der
Negativkontrolle war diese signifikant erhéht (p3@3), gegeniiber TS-nativ bestand kein
signifikanter Unterschied.

Durch natives S1P (0,2 uM) wurde eine 4,430 + 0f&48e Migration verglichen mit der
Negativkontrolle erreicht (p=0,005). Bei der Hiteblandlung des S1P kam es zu einer
3,785 + 0,928 fach gesteigerten Migration (p=0,01Rgr Unterschied zwischen der
Migrationsinduktion durch natives und hitzebehatedelS1P erreichte auch hier kein

signifikantes Niveau (Abb.6).
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Durch Hitzebehandlung des Thrombozytensekrets ubd @ar demnach bei beiden

Zellarten keine Einschrankung der Zellmigrationbeobachten.

Die n-fachen Induktionen durch Basalmedium und ldluratives Thrombozytensekret und
S1P waren im Assay mit Aktivkohle oder alkaliscirosphatase identisch. Auffallend
war, dass die priméaren Zellen in den Positivkotgrokine starkere Migrationsinduktion

als die HGL5-Zellen aufwiesen. Verglich man dieafunatives Thrombozytensekret und
S1P induzierten Zellmigrationen, war bemerkenswaass ersteres bei beiden Zellarten

einen starkeren Effekt als S1P hatte.
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Abb. 6: Migrationsassay mit hitzebehandeltem S1P uhThrombozytensekret

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weil3)- und prirdren
Granulosazellen (schraffiert) bei Stimulation durch natives und hitzebehandeltes TS und S1P nach
zwanzigstiindiger Inkubation. Migration bei Basalmedum diente als Negativkontrolle, bei nativem TS bzwS1P
als Positivkontrolle. Die S1P-Konzentration bzw. TSonzentration war 0,1 pM bzw. 40 pl fir HGL5 und 0,2puM
bzw. 20 pul fur Granulosazellen. Abkirzungen: BM=Bashnedium, S1P=Sphingosinl-Phosphat,
TS=Thrombozytensekret. Markierungen: * (p < 0,05 vsNegativkontrolle). n=3 fiir beide Zellarten.
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3.2.3.2 Aktivkohle

HGL5-Zelllinie:

Die Migrationsinduktion bei Behandlung des Thromydgemsekrets mit Aktivkohle wurde
vollstandig unterdriickt (0,88 + 0,244). Dies wagrsiikant erniedrigt (p=0,005 vs. TS-
nativ) verglichen mit der Migration bei Stimulatiamit nativem Thrombozytensekret
(4,438+0,493).

Bei Behandlung des S1P mit Aktivkohle war die Migrasinduktion ebenfalls drastisch
reduziert (0,953 £ 0,231) und signifikant gegentbler Migration durch S1P ohne
Aktivkohlefiltration (2,768+0,415) erniedrigt (p=4 vs. S1P-nativ) (Abb.7).
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Abb. 7: Migrationsassay mit AK-filtriertem S1P und Thrombozytensekret

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weil3)- und prirdren
Granulosazellen (schraffiert) bei Stimulation durchnatives und AK-filtriertes TS und S1P nach zwanzigsindiger
Inkubation. Migration bei Basalmedium diente als Ngativkontrolle, bei nativem TS und S1P als Positivkatrolle.
Die S1P-Konzentration bzw. TS-Konzentration war 0,1uM bzw. 40 pl fir HGL5 und 0,2 uM bzw. 20 ul fir
Granulosazellen.  Abkirzungen:  AK=Aktivkohle, = BM=Basdmedium, S1P=Sphingosin  1-Phosphat,
TS=Thrombozytensekret. Markierungen: * (p<0,05 vs. Ngativkontrolle), $ (p<0,05 vs. TS- bzw. S1P-nativh=3
fur beide Zellarten.
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Primare Granulosazellen:

Auch bei diesen Zellen fiel die Migration bei mit kidvkohle manipuliertem
Thrombozytensekret deutlich geringer aus (1,34518)0verglichen mit der Migration bei
Stimulation mit unbehandeltem Sekret (5,26 + 0,8B&)x Unterschied war signifikant mit
p=0,006 vs. TS-nativ.

Bei Manipulation des S1P mit Aktivkohle wurde digFsvermittelte Migration vollstandig
geblockt (0,970 + 0,101). Verglichen mit der Migoat bei Stimulation mit nativem S1P
(4,43+0,448) war dies signifikant erniedrigt (p=@40vs. S1P nativ) (Abb.7).

Die Aktivkohlefiltration fuhrte bei beiden Zellartezu einer deutlichen Reduktion der
Thrombozytensekret- und S1P-induzierten Migration.

3.2.3.3 Alkalische Phosphatase

HGL5-Zelllinie:

Durch alkalische Phosphatase wurde die Migratighgition der HGL5-Zellen ahnlich
stark wie durch Aktivkohle verhindert (1,0 £ 0,112)uch hier war der Unterschied zur
Migrationsinduktion ~ durch  Thrombozytensekret = ohne hosphatasebehandlung
(4,438£0,493) signifikant (p=0,005 vs. TS-nativ).

Ahnliche Werte ergaben sich bei Behandlung des @itRalkalischer Phosphatase. Hier
lag die erhobene mittlere Migration unterhalb dasdlen Migration (0,887 £ 0,104). Zur
Migrationsinduktion durch natives S1P (2,768 + G}lbestand ein signifikanter
Unterschied (p=0,007 vs. S1P-nativ) (Abb.8).

Primare Granulosazellen:

Bei den primaren Granulosazellen war die induzibfigration bei Stimulation der Zellen
mit durch alkalische Phosphatase behandeltes Thopytdnsekret ebenfalls drastisch
eingeschrankt (1,326 + 0,087). Auch hier war dertetsthied zur Migration ohne
Phosphatasebehandlung (5,26+0,855) signifikant,(870vs. TS-nativ).

Durch die Behandlung des S1P mit alkalischer Phretgsgle konnte keine Migration
induziert werden (0,857 + 0,134). Gegeniber der Indgtation ohne
Phosphatasebehandlung des S1P (4,43 +0,448) wamittlere Migration signifikant
erniedrigt (p=0,002 vs. S1P nativ) (Abb.8).
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Beim Verdau des Thrombozytensekrets und S1P dukelisshe Phosphatase wurden bei
beiden Zellarten lediglich Migrationen erhoben, die Bereich der basalen Migration

lagen.
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Abb. 8: Migrationsassay mit AP-verdautem S1P und Thombozytensekret

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weil3)- und prirdren
Granulosazellen (schraffiert) bei Stimulation durchnatives und AP-verdautes TS und S1P nach zwanzigstdiger
Inkubation. Migration bei Basalmedium diente als Ngativkontrolle, bei nativem TS und S1P als Positivkatrolle.
Die S1P-Konzentration bzw. TS-Konzentration war 0,1uM bzw. 40 pl fir HGL5 und 0,2 uM bzw. 20 ul fir
Granulosazellen. Abkilrzungen: AP=alkalische Phosphase, BM=Basalmedium, S1P=Sphingosin 1-Phosphat,
TS=Thrombozytensekret. Markierungen: * (p<0,05 vs. Ngativkontrolle), $ (p<0,05 vs. TS- bzw. S1P-nativh=3
fur beide Zellarten.

3.2.4 Migrationsassay mit Agonisten und Antagonisteder S1P-Rezeptoren
Zur Differenzierung durch welchen S1P-RezeptorMigrationsinduktion vermittelt wird,

wurden in den Assays verschiedene spezifische Aggmiund Antagonisten der S1P-
Rezeptoren als Testsubstanzen eingesetzt. Um rhégitoreinflisse der zugehérigen
Lésemittel auszugleichen, wurden diese in allen &en in derselben Konzentration

verwandt. Zudem wurde die Migrationsinduktion m@rschiedenen Konzentrationen der
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Agonisten und Antagonisten getestet, um ein gewiss®nzentrationsspektrum
abzudecken.

3.2.4.1 FTY720 (Agonist des S1R S1R-, S1R- und S1R-Rezeptors)

HGL5-Zelllinie:

Durch Thrombozytensekret (1:100 mit DMSO gemisachtirde eine 1,599+0,234 fach
erhohte Migration erreicht, die gegentber der leasdligration (1,0 £0,101) signifikant
gesteigert war (p=0,041). FTY720 induzierte in eikenzentration von 1nM eine mittlere
Migration der HGL5-Zellen, die in etwa vergleichbaar mit der Migrationsinduktion
durch Thrombozytensekret in Mischung mit DMSO (2,60 0,132; p=0,019 vs. BM-
DMSO). FTY720 in starkerer Konzentration (1 uM) e hingegen eine im Bereich
der Negativkontrolle liegende Zellmigration (1,148,385) (Abb.9).
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Abb. 9: Migrationsassay mit dem S1P-Rezeptoragonish FTY720

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weil3) - und prnaren
Granulosazellen (schraffiert) bei Einsatz des S1P-Reptoragonisten FTY720 (1nM, 1uM) nach zwanzigstiinger
Inkubation. Migration bei Basalmedium diente als Ngativkontrolle, bei Thrombozytensekret (HGL5: 40ul;
primare Granulosazellen 20ul) als Positivkontrolle Abkiirzungen: BM=Basalmedium, DMSO=Dimethylsulfoxid,
TS=Thrombozytensekret. Markierungen: * (p< 0,05 vs. Mgativkontrolle). n=3 fir beide Zellarten.
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Primare Granulosazellen:

Thrombozytensekret in Mischung mit DMSO brachteeei)921+0,26 fach gesteigerte
Migrationsinduktion hervor. Gegenuber der Negativikolle (1,0 +0,072) wurde ein
signifikantes Niveau erreicht (p=0,004). Der Agorit3 Y720 (1nM) verursachte bei den
Granulosazellen eine deutliche Migrationsinduktioiie im Bereich der Migration bei
Stimulation mit TS-DMSO lag (2,710 = 0,084). Gegdeedi der Inkubation mit
Basalmedium in Mischung mit DMSO bestand ein (hsigmjfikanter Unterschied
(p=0,0002). FTY720 in einer Konzentration von 1 |oEWwirkte eine 1,536 + 0,102 fach
gesteigerte Migration, die ebenfalls signifikant Negativkontrolle erhéht war (p=0,013)
(Abb.9).

Die Migrationsinduktionen der primaren Zellen fieldurch TS-DMSO hoéher als die der
immortalisierten Zellen aus. Dies galt dementspeadhauch fir den Assay mit SEW-2871
(Kap.3.2.4.2) oder mit PTX (Kap.3.2.4.6).

3.2.4.2 SEW2871 (Agonist des S1PRezeptors)

HGL5-Zelllinie:

Sowohl die durch Basalmedium (1,0 = 0,101) als alwich Thrombozytensekret (1,599 +
0,234), beide in Mischung mit DMSO, induzierte Mitilon der HGL5-Zellinie war
identisch mit der aus dem Assay mit FTY720 (Kap2.81). Bei Zugabe des
Rezeptoragonisten SEW-2871 (0,1 uM) zeigten dieledekeine von der basalen
Migration positiv abweichende Migration (1,042 #004). Wahlte man eine zehnfach
erhohte Konzentration von SEW-2871 (1 uM) fiel diduzierte Migration sogar noch
etwas kleiner aus (1,014 + 0,047) (Abb.10). Beidbai Konzentrationen des Agonisten
wurden lediglich Migrationen erhoben, die auf Niveder basalen Migrationsbereitschaft
lagen.

Priméare Granulosazellen:

Die primaren Granulosazellen zeigten bei Stimukatimit Thrombozytensekret in
Mischung mit DMSO gegenuber der basalen MigratBM{DMSO: 1,0 = 0,072) eine
2,921 £ 0,260 fach erhohte Migration (p=0,004; \alch Kap. 3.2.4.1). Dieser Effekt
wurde durch die Zugabe von 0,2 uM SEW-2871 kompiethindert (0,995 + 0,017). Bei
Einsatz einer starkeren Konzentration des Rezegptarsten (1 uM) lag die Zellmigration
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im selben Bereich (0,875 = 0,006) (Abb.10). Es veardlurch SEW-2871 demnach keine
positiv von der Kontrolle abweichenden Migratioreobachtet.
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Abb. 10: Migrationsassay mit dem S1P-Rezeptoragorien SEW-2871

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (wei3) - und prnaren
Granulosazellen (schraffiert) bei Einsatz des S1P-Reptoragonisten SEW2871 nach zwanzigstiindiger
Inkubation. Migration bei Basalmedium diente als Negativkontrolle, bei Thrombozytensekret (HGL5: 40ul;
primare Granulosazellen: 20pl) als Positivkontrolle Die Konzentration von SEW2871 war 0,1 uM fir die HGL5,
0,2 uM fur die Granulosazellen und 1uM fir Beide. Adkirzungen: BM=Basalmedium, DMSO=Dimethylsulfoxid,

TS=Thrombozytensekret. Markierungen: * (p< 0,05 vs. gativkontrolle). n=3 fur beide Zellarten.

3.2.4.3 Phytosphingosin (Agonist des S3-Rund S1R-Rezeptors)

HGL5-Zelllinie:

Durch Thrombozytensekret (1:100 verdiinnt in Mettabetrug die mittlere Migration der
HGL5-Zellen 1,773 £ 0,528. Verglichen mit Basalmedi (ebenfalls 1:100 verdinnt in
Methanol; 1,0 = 0,134) war dies signifikant gesteig[p=0,041). Die mittlere Migration
bei Zugabe von Phytosphingosin (0,2 uM) lag mitl2,2t 0,165 zwischen beiden

Kontrollen. Es bestand kein signifikanter Unterechizur Migration bei Inkubation mit
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Basalmedium in Mischung mit Methanol. Durch Phytoegosin in der héher gewahlten
Konzentration (2 uM) fiel die Migrationsinduktionoch etwas geringer aus (1,147 *
0,083) als bei 0,2 uM. Auch hier zeigte sich keignsgikanter Unterschied zur

Negativkontrolle (Abb.11).
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Abb. 11: Migrationsassay mit dem S1P-Rezeptoragorien Phytosphingosin

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (wei3) - und prnaren
Granulosazellen (schraffiert) bei Einsatz des S1P-Reptoragonisten Phytosphingosin (0,2uM, 2pM) nach
zwanzigstindiger Inkubation. Migration bei Basalmedum diente als Negativkontrolle, bei Thrombozytensetet
(HGL5: 40ul; primare Granulosazellen: 20ul) als Pogivkontrolle. Abkiirzungen: BM=Basalmedium,

TS=Thrombozytensekret, PS=Phytosphingosin. Markierungn: * (p <0,05 vs. Negativ-Kontrolle). n=3 fir beié
Zellarten.

Priméare Granulosazellen:

Thrombozytensekret in Mischung mit Methanol bewarktine 2,149 + 0,133 fach
gesteigerte Migrationsinduktion bei den GranuloBazegegeniber der Negativkontrolle
(1,0 £ 0,16; p=0,011). Durch Einsatz von Phytosgbsin (0,2 uM) migrierten die Zellen
nur geringfiigig mehr als bei Inkubation mit Basadimen (1,098 + 0,141).Der Unterschied

war nicht signifikant. Keine Zellmigration wurde ibder zweiten Konzentration von
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Phytosphingosin (2 pM) erhoben. Mit einem mittleiert von 0,857 + 0,251 lag die
mittlere Migration im Bereich der Negativkontro(labb.11).

Verglich man die n-fachen Migrationen beider Zé#ar war bemerkenswert, dass die
primaren Zellen durch Thrombozytensekret (in Misahmit Methanol) starker migrierten

als die HGL5-Zellen. Bei Einsatz von Phytosphingasar dies umgekehrt der Fall.

3.2.4.4 VPC 24191 (Agonist der S1Rind S1R-Rezeptors)

HGL5-Zelllinie:

Die Migrationsinduktion nach Stimulation der HGL®IEn mit Thrombozytensekret in
DMSO, Salzsaure und bovinem Serum-Albumin als Lagehbetrug im Mittel 1,369 +
0,207. Der Unterschied zur Negativkontrolle (1,®,895) war signifikant mit p=0,027.
Bei Stimulation durch den Rezeptoragonisten VPC924(0,1 uM) betrug die mittlere
Migration 1,324 + 0,087 und war damit &hnlich stanke bei Stimulation mit
Thrombozytensekret versetzt mit dem Losemittel. édéper der Negativkontrolle wurde
ein signifikantes Niveau erreicht (p=0,021) (Abh.12

Primare Granulosazellen:

Durch Thrombozytensekret versetzt mit DMSO, HCI u®BA migrierten die
Granulosazellen 3,456 + 0,678mal starker als b&ubation mit Basalmedium plus
Lésemittel (1,0 £ 0,117; p=0,016). Der Einsatz v pM VPC 24191 induzierte eine
geringere Zellmigration (2,239 = 0,307) als TS-DMS4LCI, BSA. Diese war verglichen
mit der Negativkontrolle allerdings signifikant étit (p=0,004) (Abb.12).

Die durch TS-DMSO, HCI, BSA und VPC 24191 induzertMigrationen waren bei den

primaren Zellen deutlich starker ausgepragt alslbeiHGL5-Zellen.
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Abb. 12: Migrationsassay mit dem S1P-Rezeptoragorien VPC 24191

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weil3) - und prnaren
Granulosazellen (schraffiert) bei Einsatz des S1P-Reptoragonisten VPC 24191 nach zwanzigstundiger
Inkubation. Migration bei Basalmedium diente als Ngativkontrolle, bei Thrombozytensekret (HGL5: 40ul;
primare Granulosazellen: 20ul) als Positivkontrolle Die VPC-Konzentration war 0,1 uM fir die HGL5- bzw. 0,2
UM fur die Granulosazellen. Abkurzungen: BM=Basalmedum, TS=Thrombozytensekret,
DMSO=Dimethylsulfoxid, HCl=Salzsdure, BSA=bovines &um-Albumin. Markierungen: * (p< 0,05 vs.
Negativkontrolle). n=3 fiir beide Zellarten.

3.2.4.5 Cay10444 (Antagonist des SRezeptors)

HGL5-Zelllinie:

Durch das Thrombozytensekret in Mischung mit Dinginmamid (DMF) wurde bei den
HGL5-Zellen eine mittlere Migrationsinduktion ermht, die gegenuber der basalen
Migration (1,0 £ 0,08) 1,375 + 0,011 fach erhohtrw@=0,009). Der Einsatz von
Cay10444 (0,2 uM) verhinderte die Migration (1,@83,054). Bei 5-facher Steigerung der
Konzentration von Cay10444 (1 pM) war die Hemmumeg Migration etwas schwacher
(1,155 + 0,133) als bei Cay10444 in einer Konzémmnavon 0,2 uM (Abb.13). Bei beiden
Konzentrationen von Cayl10444 lag die Migration d&BL5-Zellen im Bereich der

basalen Migration. Zu TS-DMF wurde kein signifikantnterschied erhoben.
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Abb. 13: Migrationsassay mit dem S1P-Rezeptorantagisten Cay10444

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weif3) - und prnaren
Granulosazellen (schraffiert) bei Einsatz des S1P-Reptorantagonisten Cayl10444 (0,2uM, 1uM) nach
zwanzigstindiger Inkubation. Migration bei Basalmedum diente als Negativkontrolle, bei Thrombozytensetet
(HGL5: 40ul; primare Granulosazellen 20ul) als Positkontrolle. Abkirzungen: BM=Basalmedium,
DMF=Dimethylsulfoxid, TS=Thrombozytensekret. Markierungen: * (p< 0,05 vs. Negativkontrolle), $ (p< 0,08s.
TS-DMF). n=3 flr beide Zellarten.

Primare Granulosazellen:

Bei Stimulation der Granulosazellen durch Thromleagekret in Mischung mit DMF
konnte ebenfalls eine deutlich gesteigerte Migretinduktion festgestellt werden. Diese
war 2,383 = 0,143 fach gegenuber der Negativkdetrd,0 £ 0,025) erhoht (p=0,002).
Cay10444 in einer Konzentration von 0,2 pM inhiteedie Thrombozytensekret-
vermittelte Zellmigration nahezu vollstandig (1,006,072; p=0,004 vs. TS-DMFh der
hoher gewahlten Konzentration von Cayl10444 (1uM) w& Migrationshemmung
vergleichbar stark (1,147 + 0,016), wobei der Usttbied gegenlber der Positivkontrolle
sogar als hochsignifikant bezeichnet werden konfme< 0,0001) (Abb.13). Beide
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Konzentrationen von Cayl10444 inhibierten bei demm@ren Granulosazellen also
signifikant die Thrombozytensekret-vermittelte Magon.
Durch TS-DMF migrierten die primaren Zellen auchdresem Assay starker als die

immortalisierten Granulosazellen.

3.2.4.6 Pertussis-Toxin (Inhibitor von G/G;-Proteinen)

HGL5-Zelllinie:

Bei der HGL5-Zelllinie wurde durch das Thrombozygekret in Mischung mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) eine 1,599 + 0,234 fachegvétion induziert. Im Vergleich zur
Migrationsinduktion bei Basalmedium gemischt mit B® (1,0 + 0,101;
Negativkontrolle) war dies signifikant (p=0,041;rgk auch Kap. 3.2.4.Joder Kap.
3.2.4.2). Die Zugabe von Pertussis-Toxin (100 ngauldem Thrombozytensekret fuhrte
zu keiner wesentlichen Abnahme der Migration (1,811053). Zu TS-DMSO wurde kein
signifikantes Niveau erreicht (Abb.14).

Primare Granulosazellen:

Bei den priméren Granulosazellen betrug die dures @hrombozytensekret (1:100
gemischt mit DMSO) induzierte mittlere Migration921 + 0,260. Verglichen zur

Negativkontrolle (Basalmedium mit DMSO; 1,0 + 0,p7&gab sich ein signifikanter

Unterschied (p=0,004; s. auch Kap. 3.2.4.1 oder. Bah4.2). Die Zugabe von Pertussis-
Toxin (100 ng/ml) reduzierte die Migration nahezallstandig (1,068 = 0,049). Der

Unterschied zur Migration bei Stimulation mit Thrbazytensekret in Mischung mit

DMSO war signifikant (p=0,004 vs. TS-DMSO) (Abb.14)

Bemerkenswert war hier, dass die Zellen der Prioltirk im Vergleich zu den HGL5-

Zellen durch TS-DMSO starker migrierten, durch TBXPallerdings auch stéarker

gehemmt wurden.
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Migrationsinduktion (n-fach)
N
1

1 1 ]
BM-DMSO TS-DMSO TS-PTX 100 ng/ml

Abb. 14: Migrationsassay mit Pertussis-Toxin

Dargestellt ist die relative Migration (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (wei3) - und prnaren

Granulosazellen (schraffiert) bei Einsatz von Pertusis-Toxin (100 ng/ml) nach zwanzigstiindiger Inkubatn.

Migration bei Basalmedium diente als Negativkontrde, bei Thrombozytensekret (HGL5: 40pl; primére

Granulosazellen: 20ul) als Positivkontrolle. Abkirzingen: BM=Basalmedium, DMSO=Dimethylsulfoxid,

PTX=Pertussis-Toxin, TS=Thrombozytensekret. Markierungn:* (p < 0,05 vs. Negativkontrolle), $ (p< 0,05 vs
TS-DMSO). n=3 fiir beide Zellarten.

3.3 MTT-Assay

3.3.1 MTT-Assay mit Thrombozytensekret und Follikeflissigkeit

Mittels eines MTT-Proliferationsassays sollten a@uetl verfalschende
Proliferationseffekte (ausgeldst durch Stimulatider Zellen mit Thrombozytensekret)
ausgeschlossen werden. Dazu wurde hier die im Nhgsassay benutzte
Konzentrationsreihe von Thrombozytensekret eingéséls Positivkontrolle diente in

diesem Fall Follikelflissigkeit. Diese wurde ebdisfain einer Konzentrationsreihe
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verwandt. Auch in diesem Assay wurde die Proliferatder Zellen bei Inkubation mit
Basalmedium als Negativkontrolle angesehen.

HGL5-Zelllinie:

Alle hier erhobenen mittleren Proliferationen winheusnahmslos hochsignifikant von der
Negativkontrolle ab (p<0,001Abb.15). Die HGL5-Zellen zeigten nach Stimulatiorit
Follikelflissigkeit in einer Konzentration von 20 gine verglichen mit der basalen
Proliferation (1,0 £ 0,034) 1,422 + 0,052 fach drt&d Proliferation. Bei der nachst
starkeren Konzentration der Follikelflissigkeit (30 lag die mittlere Proliferation mit
1,650 = 0,091 noch etwas hoher. Follikelflissigkaiteiner Konzentration von 80 pl
bewirkte eine mittlere Zellproliferation von 1,682 0,076. Damit stellte diese
Konzentration das Wirkoptimum dar. Nach Einsatz pomner Follikelflissigkeit (100 pl)
wurde eine gegeniber dem Maximalwert etwas ermgegfProliferation gemessen (1,582
+ 0,049). Die durch das Thrombozytensekret indtereZellproliferationen der HGL5-
Zelllinie lagen alle deutlich unter dem Niveau deegativkontrolle und zeigten mit
steigender Konzentration des Thrombozytensekrets abnehmende Proliferationsrate.
Thrombozytensekret (10ul) verursachte eine 0,881019 fache, Thrombozytensekret (20
pl) eine 0,77 £ 0,03 fache und Thrombozytenselt®fil) nur noch eine 0,767 + 0,038
fache Proliferation. Die niedrigste mittlere Pretdition der HGL5-Zellen wurde bei einer
Konzentration von 80ul Thrombozytensekret geme$8¢5v8 + 0,038). Bei Einsatz von
purem Sekret (100 ul) wurde wieder eine etwas dehBholiferation beobachtet (0,613 +
0,044).

Primare Granulosazellen:

Auch bei den Granulosazellen waren alle gemessemdtieren Proliferationen
hochsignifikant gegentber der Negativkontrolle @ ®047) verandert (p<0,001)
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Abb. 15: MTT-Assay

Dargestellt sind die relativen Proliferationen (Mittelwerte und Standardabweichungen) von HGL5 (weil3) und
primaren Granulosazellen (schraffiert) bei Stimulaion durch Follikelflissigkeit und Thrombozytensekréd in
verschiedenen Konzentrationen (ul/100ul) und durchBasalmedium (Negativkontrolle) nach zwanzigstindige
Inkubation. Abkirzungen: BM=Basalmedium, FF=Follikelflissigkeit, TS=Thrombozytensekret, Markierungen:*
(p <0,001 vs. Negativkontrolle). n=10 fiir beide Z&rten.

(Abb.15). Mit einer Konzentration von 20 ul FolllRé@ssigkeit wurde eine 1,271 + 0,074
fache Proliferation erzielt. Bei Verdoppelung devngentration (40 ul) erhéhte sich die
mittlere Proliferation auf 1,437 + 0,062. Das Wipkimmum der Follikelflissigkeit lag bei
den primaren Granulosazellen ebenfalls bei 80 j€r ldg die gemessene Proliferation bei
1,499 £ 0,045. Bei der Hochstkonzentration derikelfitissigkeit (100 pl) fiel die mittlere
Proliferation auf 1,410 + 0,066 ab. Thrombozytemstin einer Konzentration von 10 pl
lie3 die Zellproliferation auf 0,77 £ 0,051 absinkéMit 20 ul Thrombozytensekret als
Stimulans proliferierten die Granulosazellen im t8lit0,737 + 0,028, mit 40 pl 0,729 *
0,025 und mit 80 pul Sekret nur noch 0,561 + 0,@8. niedrigste Proliferation wurde bei
purem Thrombozytensekret (100 pl) erhoben. Diegdéa 0,466 + 0,028.
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Auffallend war, dass in diesem Assay die HGL5-Zelle jedem Ansatz eine héhere

Proliferation als die primaren Zellen zeigten.

3.4 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit behandelt erstmals die Fragle Thrombozytensekret bzw.
Sphingosin 1-Phosphat Einfluss auf die Migratiom v@ranulosazellen haben kann. Die
Daten zeigten, dass sowohl Thrombozytensekretuals §1P bei primaren humanen und
immortalisierten Granulosazellen eine Zellmigratioervorriefen (Abb.4 und 5). Dieser
Effekt wurde durch Behandlung des Thrombozytensskvew. S1P mit Aktivkohle oder
alkalischer Phosphatase komplett aufgehoben (Abind 8). Hitzebehandlung fluhrte
hingegen zu keiner Hemmung der Migration (Abb.6ertéssis-Toxin blockte die
Migration der priméren Granulosazellen kompletthimgegen die der HGL5-Zellen kaum
eingeschrankt wurde (Abb.14). Cay10444 rief bei terden Zellarten keine Migration
hervor (Abb.13). SEW-2871 konnte ebenfalls keindinzigration induzieren (Abb.10).
Bei Einsatz von FTY720 migrierten die Zellen dagegergleichbar stark wie durch
Stimulation mit Thrombozytensekret (Abb.9). Diegdfekt konnte etwas abgeschwécht
auch bei VPC 24191 beobachtet werden (Abb.12).d3bWingosin induzierte wiederum
weder bei den primaren Granulosazellen noch bei ld&L5-Zellen eine Migration
(Abb.11). Mit Thrombozytensekret stimuliert zeigtele Zellen keine Proliferation,
wohingegen nach Stimulation mit Follikelflissigkdiei beiden Zellenarten erhohte

Proliferationsraten gesehen wurden (Abb.15).
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4. Diskussion

Der Gelbkorper spielt in der weiblichen Physiologiee wichtige Rolle. Als Produzent
von Progesteron ist er fur die AufrechterhaltungeeiSchwangerschaft essentiell (71).
Zahlreiche  Autoren haben sich mit den einzelnen Hdasmen der

Gelbkoérperentwicklung beschaftigt. Obwohl auf dieseGebiet bereits sehr viele
Erkenntnisse vorliegen, sind viele Fragen noch rofféNeben Mechanismen der
Neovaskularisation und der Luteinisierung gilt Megration von Granulosazellen als ein
wichtiger Mechanismus in der Entwicklung und Aufrearhaltung des Gelbkérpers (67).
Bisher ist nicht abschlieBend geklart, wie die Mtgn dieser Zellen vermittelt wird.

Neuerdings werden Thrombozyten als neue Regulataten Gelbkorperformation

betrachtet (18). Der Eisprung geht mit einer Blgtum die Follikelhéhle einher (Corpus
hamorrhagicum). Thrombozyten gelangen dabei in &dnmit extrazellularer Matrix.

Von einigen Autoren wird spekuliert, dass Thromlenyin diesem Rahmen aktiviert
werden und dass von Thrombozyten ausgeschuitteteorBakan der Formation des
Gelbkorpers beteiligt sind (18). Thrombozyten el#@maSphingosin 1-Phosphat im hohen
Mafle (86). Von diesem Lipid ist bekannt, dass esMigration von verschieden Zellen

stimulieren kann.

4.1 Uberblick

Die vorliegende Arbeit behandelt erstmals die FrafpeThrombozytensekret bzw. dessen
Inhaltsstoff Sphingosin 1-Phosphat Einfluss aufMigration von Granulosazellen haben
kann. Die Daten zeigen, dass sowohl Thrombozyteasels auch S1P bei primaren
humanen als auch immortalisierten humanen Grarzdtiea eine Zellmigration
hervorruft. Hitzedenaturierung mindert die Migrationicht, wohingegen nach
Lipidextraktion und Dephosphorylierung keine Migoat beobachtet wird. Dies sind
Eigenschaften, die samtlich auf S1P zutreffen, samssd S1P als der fir die
Migrationsvermittlung malfigeblicher Faktor im Thramatensekret betrachtet werden
kann. Die Migrationsinduktion wird anscheinend hauptsithiiber den S1FRezeptor
vermittelt und ist offensichtlich @rotein-abhangig. Eine Zellproliferation wurde clur
Thrombozytensekret nicht induziert und kann dahkr @torfaktor der Ergebnisse

ausgeschlossen werden.
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4.2 Thrombozytensekret induziert die Migration vonGranulosazellen

Auch andere Autoren haben sich mit der Frage bésghaob ein Praparat aus
freigesetzten thrombozytaren Wachstumsfaktorergjatareleasate; PR) Zellmigration in
vitro hervorrufen kann. Barnes et al. (6) unterseichin diesem Zusammenhang die
Migration von glomeruldren Mesangiumzellen. Ihretddazeigen eine linear steigende
Anzahl von migrierten Zellen in einem Konzentrasbareich von 25-100 ug/ml PR. Das
Migrationsoptimum ist hier ca. 40fach im Verglemin den Kontrollen erhoht (6).

Der Einfluss von PR auf Zellmigration ist in wedarStudien untersucht worden. Hartwig
et al. (24) fanden, dass PR (65% in Mischung mitiMe) die Zellmigration von SV40-
Zellen, einer immortalisierten humanen kornealernthgfzelllinie, induziert. Die Autoren
malden eine Steigerung der Migration um 175,3 #68ach einer Inkubationszeit von 96
Stunden. Der hier verwandte Migrationsassay (,cpldispersion assay") folgt allerdings
einem anderem Prinzip als der hier benutzte. DileZevurden auf einer Kollagen-Matrix
ausgesat. Die GréflRenzunahme der Flache, die naehn kestimmten Zeit von Zellen
bewachsen war, diente als Mal3 fir die Zellmigraiz:).

In der aktuellen Studie konnte ebenfalls gezeigtder, dass Thrombozytensekret bei
Granulosazellen eine Migration induziert. Das Migmasoptimum der Granulosazellen
liegt bei 20 pul TS (2,6 fache Induktion), das deGl%-Zellen bei 40 pl (1,8 fache
Induktion) (vgl. Kap. 3.2.1). Die unterschiedlichsgepragten Migrationsinduktionen in
den einzelnen Studien konnten begrindet sein in derschiedenen Zellarten,
Inkubationszeiten, Porengrdl3e der Insert-Membrafizahl pro Membran, Methoden der
Quantifizierung der migrierten Zellen, als auch d¢fellung des PR. Das
Migrationsoptimum der Granulosazellen (20ul) lieghe Konzentrationsstufe unterhalb
des der HGL-5-Zellen (40 ul). Dieser Konzentratiomerschied ist sehr gering.
Vergleicht man jeweils die starkste n-fache Migrasinduktion ist zudem auffallend, dass
diese bei den Zellen der Primarkultur hoher ausfBile Grinde dafur sind bislang nicht
bekannt. Obwohl es sich bei beiden Zellen um hunfarenulosazellen handelt, muss
natdrlich beriicksichtigt werden, dass es sich baildGL5-Zellen um eine immortalisierte
und damit um eine genetisch modifizierte Zelllihendelt.

Zur Herstellung des Thrombozytensekrets wurde Thronbendtigt. Anders als bei
Barnes et al. (6) wurde hier nicht der Einfluss Mdmombin allein auf die Migration der

Granulosazellen untersucht. Dies kdnnte eine Liiniader aktuellen Studie darstellen.
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Jedoch geben die Autoren an, dass die Anzahl dgniarien Zellen in den Kontrollen mit
und ohne Thrombin gleich grof3 ist und Thrombin gdainen Einfluss auf die Migration
der Mesangialzellen zu haben scheint (6). Diesirstvichtiger Punkt, obwohl diese Daten
nicht unmittelbar auf die vorliegenden Versuchertiagbar sind.

Barnes et al. (6) unterscheiden in ihren Versucl#remotaxis und Chemokinese.
Chemotaxis bedeutet eine zielgerichtete Zellbewblgit (entlang eines Gradienten)
wohingegen Chemokinese eine ungerichtete oder Igéalingte Fortbewegung von
Zellen meint (7). Zur Differenzierung der beidenry@ange wird PR nur in das untere
Kompartiment gegeben (Chemotaxis) bzw. in aquineolKionzentration in das untere und
obere Kompartiment (Chemokinese). Die Anzahl degrimiten Mesangiumzellen nahm
bei Fehlen des Konzentrationsgradienten (Aquimdfanezentration von PR im unteren
und oberen Kompartiment) stark ab. Demzufolge wiiel Migration der Zellen von den
Autoren zum grofdten Teil der Chemotaxis zugescange). In der vorliegenden Studie
wie allerdings in den meisten Studien fehlt diegéeenzierung ebenfalls.

Barnes et al. (6) berichten weiterhin, dass dientozytaren Faktoren TGk- TGF3,
EGF und Plattchenfaktor 4 nicht die Migration voforgerularen Mesangiumzellen
beeinflussen (Kap. 1.3.2). Mittels Hitzedenatumgyukonnte gezeigt, dass diese
Mediatoren auch hier fir die Migrationsinduktion rdesranulosazellen nicht

hauptverantwortlich sind (Kap. 3.2.3.1).

4.3 Sphingosin 1-Phosphat induziert die Migration gn Granulosazellen

Wie bereits erwahnt ist S1P u.a. dafir bekannt,s das die Zellmigration von
verschiedenen Zellarten stimulieren kann. Balthasal. (5) analysierten den Effekt von
S1P auf die Migration von priméaren Schilddriserezelind Schilddrisenkarzinomzellen.
Die Ergebnisse fallen zwischen den einzelnen Zah unterschiedlich aus. Auf die
Migration von primaren Schilddrisenzellen hat S1Rin&n Einfluss. In den
Karzinomzelllinien, die hauptsachlich den SHezeptor exprimieren, wird die Migration
durch S1P gehemmt. Im Gegensatz dazu induziertdilRligration bei der follikularen
Schilddrisenkarzinom-Zelllinie ML-1. Mit steigend&onzentration des S1P (0,01 puM,
0,03 uM, 0,1 pM, 1uM und 3uM) zeigen die Daten eigéckenférmigen Verlauf der
gemessenen Migrationen. Die starkste Migrationditida (im Mittel 100 migrierte Zellen
pro Gesichtsfeld; Vergré3erung 40x) wird bei einettleren S1P-Konzentration von 0,1
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MM nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden drZ8si starkerer Konzentration des S1P
(3uM) wird die Migration gehemmt (5).

S1P gilt durch seine Fahigkeit, Zellmigration vomdathelzellen zu induzieren als
angiogenetischer Faktor. Kimura et al. (37) untengen den Einfluss von S1P auf die
Migration von HAECSs. Sie fanden ebenfalls einerciggmférmigen Verlauf der erhobenen
Migrationen nach einer Inkubationszeit von 4 Stumd&as Maximum lag im Durchschnitt
bei ca. 600 migrierten Zellen/4 Gesichtsfelder @réRerung 400x) bei einer S1P-
Konzentration von 1 uM. Die Erhéhung der S1P-Komzgion bis 10 uM flhrte zu einer
Reduktion des Effektes auf basale Level. Die Autofelgerten, dass S1P ab einer
bestimmten Konzentration toxisch auf die Zellenkeir konnte (37). Worin die Toxizitat
von S1P auf die Zellen besteht, wurde dort allegslinicht naher erlautert

Sehr ahnliche Ergebnisse weisen in diesem Zusamangnkee et al. (43) vor. Im selben
Konzentrationsspektrum (0,01-10 uM S1P) migrier&MECs auch in dieser Studie am
starksten bei einer S1P-Konzentration von 1uM (intteM ca. 270 migrierte Zellen/4
Gesichtsfelder; Vergro3erung 150x). Bei hoheren Z€otrationen (10 uM) fallt die
induzierte Migration der Zellen deutlich geringersalLee et al. vermuten, dass ab dieser
Konzentration die Migration vermittelnden S1P-Rdmegn gesattigt sein kénnten und
damit eine weiter Zunahme der Migration blockie{43).

Kon et al. (41) erorterten den Effekt von S1P amf Mligration von CHO-Zellen, die
jeweils mit dem S1P und S1R- Rezeptor transfiziert wurden. Die hochste Migmatwird
bei beiden Zellen bei einer S1P-Konzentration vg@il@M erzielt (im Durchschnitt ca.
300 bzw. 260 migrierte Zellen/0,6 MmHohere S1P-Konzentrationen fithren wiederum
zu einer Abnahme des Effektes (41).

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals der Eisuvon S1P auf die Migration von
Granulosazellen untersucht. Die Daten legen dass die HGL5-Zellen die starkste
Migration (2,6 fach) bei einer Konzentration vorl UM S1P zeigen. Die primaren
Granulosazellen migrieren am starksten (1,9 faehgimer Konzentration von 0,2 uM S1P
(Kap. 3.2.2). Das Migrationsoptimum der Granulofierndiegt hier im Gegensatz zu dem
Assay mit Thrombozytensekret eine Konzentratiorigstbberhalb des der HGL5-Zellen.
Die Konzentrationsstufen sind allerdings sehr klem dass die Migrationsoptima beider
Zelltypen sehr nahe beieinander liegen. Interessartse migrieren die HGL5-Zellen in

diesem Assay starker als die priméaren Zellen. Be®ine Ausnahme, da ansonsten in

61



Diskussion

allen Versuchen der aktuellen Studie die Migratttam primaren Granulosazellen héher
ausfallt.

Da die in den vorgestellten Studien verwandtenafigh bei sehr differierenden S1P-
Konzentrationen die starkste Migration aufweiseBEs/HUVECs: 1uM, ML-1Zellen:
0,1 uM, CHO-Zellen: 0,01 uM), kdnnte man vermutéass das jeweilige Wirkoptimum
von S1P zellspezifisch ist. Beispielsweise migmeféranulosazellen in vitro schon bei
deutlich geringeren S1P-Konzentrationen als End¢tien. Es gibt bislang keine Daten
bzgl. der Migrationsinduktion von Granulosazelleurah S1P. Die vorgestellten
Ergebnisse (0,1 bzw. 0,2 uM S1P) sind dementspnecksehwer mit anderen Quellen
vergleichbar.

Sowohl die Ergebnisse der vorliegenden Studie (ABbals auch die Daten aus der
Literatur zeigen Ubereinstimmend, dass mit steigandS1P-Konzentrationen die
Zellmigration in vitro abnimmt. Wang et al.(83),eddie S1P-induzierte Migration von
epithelial ovarian cancer (EOC) und human ovariarfase epithelial (HOSE)-Zellen
untersucht haben, vermuten als Grund differierddogis-Wirkungskurven fur jeden S1P-
Rezeptor. Ihnen zufolge aktivieren geringe S1P-koirationen den SiRind/oder S1R
Rezeptor, die einen stimulierenden Einfluss auf deimigration haben. Hohere S1P-
Konzentrationen koénnten hingegen den SRBzeptor stimulieren, so dass der
inhibitorische Effekt auf die Migration Gberwiegt.

Eine weitere Erklarung stellt eine S1P-induziertezéptorinternalisierung dar. Dieses
Phanomen wurde von Liu et al. (45) an EDG-1-cDNansfizierten human embryonic
kidney 293 cells (HEK 293) untersucht. S1P verursatnsisabhéangig eine reversible
Translokation des EDG-1-Rezeptors von der Plasmdraanzu intrazellularen Vesikeln.
Bei einer S1P-Konzentration von 0,1 uM war diestfelE am starksten (Reduktion des
Rezeptors auf der Plasmamembran um ca. 80%) adggef@s). Jongsma et al. (32)
kamen zu vergleichbaren Ergebnissen. Die Autoréeitten ebenfalls mit dem SitP
Rezeptor, nehmen allerdings an, dass die gewonnEnleenntnisse auch auf andere
Rezeptoren ubertragbar sind (32). Beide Erklarumgliaihe kdnnten die hier erhobenen
fallenden Migrationsinduktionen (Abb. 5) bei steigen S1P-Konzentrationen plausibel
machen.

Wie Barnes et al. (6) (vergKap. 4.2) haben auch Balthasar et al. in ihrer iStulie

Prozesse Chemotaxis und Chemokinese unterschidittenDaten indizieren, dass S1P
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sowohl chemokinetisch als auch chemotaktisch awd ML-1-Zellen wirkt. Die

chemotaktische Komponente ist allerdings starkesgepragt (5). Wie bereits oben
erwahnt, wurde in der vorliegenden Arbeit diesdddénzierung nicht vorgenommen. Die
Autoren beider Quellen begrinden die Zellmigratiach Stimulierung mit PR (6) bzw.
S1P (5) allerdings eher durch Chemotaxis als duttlemokinese. Daraus konnten
eventuell Ruckschlisse gezogen werden, dass dieatitig der Granulosazellen ebenfalls

eher chemotaktisch als chemokinetisch bedingt war.

4.4 Identifikation des Sphingosin 1-Phosphat im Thembozytensekret

Bisher konnte demonstriert werden, dass sowohl mbozytensekret als auch S1P die
Zellmigration von Granulosazellen stimuliert. S$Pin Thrombozyten enthalten und kann
von diesen ausgeschittet werden (88). Dass Sl&chéth Bestandteil von dem hier
verwandten Thrombozytensekret ist, konnte durck ektern durchgefuhrte S1P-Messung
gezeigt werden (Kap. 3.1.2). Aufgrund dieser Betusdllte die These bestatigt werden,
dass im Thrombozytensekret vor allem S1P die Mgnatnduktion bedingt. Zur
Uberprifung dienten  Migrationsassays, in denen mdiertes S1P und
Thrombozytensekret  benutzt  wurden. Die  Hitzebeharmgll diente  der
Proteindenaturierung, die Aktivkohlefiltration diender Extraktion von Lipiden und der
Verdau durch alkalische Phosphatase filhrte zum wW#bphosphatgruppentragender
Molektle wie S1P.

4.4.1 Effekte der Hitzebehandlung

Durch Hitzebehandlung des Thrombozytensekrets ditlkémmt es zu keiner Hemmung
der Zellmigration (Kap.3.2.3.1). Die erhobenen Wenteichen statistisch nicht von der
Migrationsinduktion durch natives Thrombozytenseksad S1P ab (HGL5-Zellen: 4,4

fach (TS-nativ), 3,9 fach (TS-Hitze), 2,8 fach (8i&iv), 3,0 fach (S1P-Hitze);

Granulosazellen: 5,3 fach (TS-nativ), 4,5 fach Hi&e), 4,4 fach (S1P-nativ), 3,8 fach
(S1P-Hitze)) (Abb.6). Bei dem die Zellmigration vermittelndem Faktor im
Thrombozytensekret scheint es sich demnach nichemnProtein zu handeln, da diese
durch die Hitze denaturiert wurden. S1P im Gegensstals Lipid hitzestabil (16) und

Hitzebehandlung kann dessen Effekte daher nichdenm
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4.4.2 Effekte der Aktivkohlebehandlung

Die Migrationsinduktion beider Zellarten wird durchit Aktivkohle behandeltes
Thrombozytensekret und S1P unterdrickt (Kap.3.2.Bi& Aktivkohlefiltration fuhrt zu
einer Extraktion von Lipiden (16). Da es sich beéP um ein Lipid handelt (75), ist es
schlissig, dass dessen Wirkung auf die Zellen renlgeht (0,95 fach (HGL5), 0,97 fach
(primare Granulosazellen)). Nach Filtration des ohhibozytensekrets mit Aktivkohle
werden ebenfalls keine von der Negativkontrolle @lbhenden Migrationen beobachtet
(0,9 fach (HGLD5), 1,3 fach (primare Granulosazg)éAbb.7). Die Daten legen nahe, dass
ein Lipid als Bestandteil des Thrombozytensekreis gotenzieller Vermittler der

Migrationsinduktion darstellt.

4.4.3 Effekte der Alkalische Phosphatasebehandlung

Die Behandlung des Thrombozytensekrets und S1Ralkatischer Phosphatase fiihrt zu
einer ahnlich starken Reduktion der Zellmigratior \tie mit Aktivkohle (Kap.3.2.3.3).
S1P kann durch alkalische Phosphatase abgebauenwgd). Erwartungsgemal induziert
mit alkalischer Phosphatase behandeltes S1P ivdesuchen keine Zellmigration (0,88
fach (HGL5), 0,86 fach (primare Granulosazelleie Ergebnisse fallen fir mit
alkalischer Phosphatase behandeltes Thrombozytensekrgleichbar aus (1,0 fach
(HGL5), 1,3 fach (primare Granulosazellen)) (Abb.8jies zeigt ebenfalls, dass der
Migration vermittelnde Mediator im Thrombozytensetkeine Phosphatgruppe tragt und
durch Dephosphorylierung inaktiviert werden kann.

4.4.4 Schlussfolgerung

Bei dem im Thrombozytensekret enthaltenden Faktbeist es sich demnach um einen
hitzestabilen Faktor zu handeln, dessen Wirkung chldurLipidextraktion und
Dephosphorylierung aufgehoben werden kann. Diegerischaften treffen samtlich auf
S1P zu. Dass S1P tatsachlich im Thrombozytensekvgtanden ist, wurde bereits
demonstriert (Kap.3.1.2). Dementsprechend stetih slas Migrationsverhalten beider
Zelltypen in den Assays (Manipulation des Thromhezgekrets und S1P) auch identisch
dar. In Zusammenschau dieser Ergebnisse wird dpotigse, dass S1P maldgeblich fur
die Migrationsinduktion des Thrombozytensekrets amtwrortlich sein konnte, stark

erhartet.

64



Diskussion

Durch die Kenntnis der S1P-Konzentration im Thromyensekret sind die jeweiligen
Migrationsoptima der Zellen bei Stimulation mit ®htbozytensekret und reinem S1P
vergleichbar. Die maximale Migration der HGL5-Zellevird bei 40 pl TS erreicht
(Kap.3.2.1). Dies entspricht einer S1P-Konzentratiom Assay von 1,28 uM. Bei
Stimulation durch reines S1P liegt das Migratiortisopm hingegen bei 0,1 uM S1P
(Kap.3.2.2). Hier zeigt sich ein deutlicher Untdried. Bei den Granulosazellen stimmt
dieser Konzentrationsunterschied besser Ubereim.niximale Migration liegt hier bei
20ul TS entsprechend 0,64 uM S1P im Assay bzw02¢iM S1P in Reinform (Kap.3.2.1
bzw. 3.2.2). Die Konzentrationen von S1P im Thromyensekret bzw. in Reinform sind
im Migrationsoptimum demnach fir eine Zellart niabdentisch. Bei Stimulation mit
Thrombozytensekret ist zur Migrationsvermittiungnesi hdhere S1P-Konzentration
notwendig als sie es bei Stimulation mit reinem &kPDaflr konnte eine herabgesetzte
Rezeptoraffinitat ursachlich sein. Murata et aB)(fanden heraus, dass S1P-vermittelte
Effekte deutlich abgeschwacht sind, wenn S1P atel® gebunden vorliegt und daher
dessen Bindung an die S1P-Rezeptoren behindert Wirdrtragen auf die vorliegende
Studie konnte das Ergebnis damit erklart werdess dtas S1P im Thrombozytensekret
ebenfalls an Tragersubstanzen gebunden ist.

Vergleicht man die n-fache Migrationsinduktion durpatives S1P (HGL5: 2,8 fach;
primare Granulosazellen: 4,4 fach) (Abb.5) und Toozytensekret (HGL5: 4,4 fach;
primare Granulosazellen: 5,3 fach) (Abb.4) fallf,atdass das Thrombozytensekret im
Vergleich zum S1P einen starkeren Effekt Itaes konnte mit der These erklart werden,
dass das Thrombozytensekret noch andere Faktoreghdlten die zwar nicht
hauptverantwortlich fir die Migrationsvermittiungngd, aber doch zu dieser beitragen
konnten. Die n-fache Induktion durch natives S1i @ihnrombozytensekret ist bei den

Zellen der Primarkultur starker ausgepréagt alsleeimmortalisierten Zelllinie.

4.5 Sphingosin 1-Phosphat vermittelt die Zellmigrabn G;-Protein-
abhangig uber den S1fRezeptor

S1P kann sowohl als intrazellularer second messaigeuch als extrazellularer Ligand
Uber die S1P-Rezeptoren wirken (75). Die Induktlen Zellmigration ist dabei vermutlich
ausschlief3lich rezeptorvermittelt (75). Von denekdnnten Subtypen ist der S35 1R-,
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S1R- und S1R-Rezeptor an der Vermittlung einer Zellmigrationtedgyt. Der S1R-
Rezeptor soll inhibitorisch wirken, wohingegen d&tR-, S1R- und S1R-Rezeptor
foérdernd auf die Zellmigration wirken soll. Je nadélityp und Expression der jeweiligen
Rezeptoren kann S1P beide Effekte haben. (58).Gxahulosazellen konnten der S4P
S1R-, S1R- und S1B-Rezeptor detektiert werden (8JUm zu prifen, welchelr
Rezeptor/en die Migration von den Granulosazellemmittelt, wurden verschiedene
Agonisten und Antagonisten der S1P-Rezeptoren sétge

45.1FTY720

Als Rezeptoragonisten wurde zunachst FTY720 eingesBieser ist als Agonist des
S1R- S1R- S1R-und S1B-Rezeptors bekannt (12). In der vorliegenden Studiaziert
FTY720 in einer Konzentration von 1nM bei beiderlaen eine Migration, die der des
Thrombozytensekrets entspricht (HGL5: 1,59 fach-DIN8SO), 1,6 fach (FTY720 1nM);
primare Granulosazellen: 2,9 fach (TS-DMSO), 2,chfdFTY720 1nM)). Mit einer
Konzentration von 1uM FTY720 fallt die induzierteigvition deutlich schwéacher aus
(HGL5: 1,1 fach; primare Granulosazellen: 1,5 fackgt aber bei den priméaren
Granulosazellen noch signifikant gesteigert. InejadAnsatz dieses Assays sind die
induzierten Migrationen von den Zellen der PrimétkugroRer als die der HGL5-Zellen
(vgl. Kap.3.2.4.1).

Da FTY720 (1nM) einen ahnlich starken Effekt wies ddhrombozytensekret hat, scheint
der S1k-, und/oder S1fRezeptor als Vermittler der Migration in Fragekammen. Der
S1R-Rezeptor konnte nicht auf Granulosazellen detgkiverden (8), der STHRezeptor
ist der Literatur zufolge nicht an der Migrationswétlung beteiligt (5). Das Ergebnis,
dass 1nM FTY720 eine signifikante Migration der @rf@sazellen hervorbringt, stimmt
nicht mit dem anderer Autoren Uberein. Uber den;SRd¥eptor soll FTY720-P Einfluss
auf die Migration von Lymphozyten haben (1). Matskiyet al. fanden eine signifikante
Hemmung der Migration von murinen T-Zellen durcmdztz von 0,1 und 1 nM (S)-
FTY720-P (50). Chiba et al. kamen zu &hnlichen Enggsen (14). Es ist anerkannt, dass
FTY720-P zu einer down-regulation des $Rezeptors auf Lymphozyten fihrt und so die
Migration dieser Zellen inhibiert (12;14). Eine a&lle Studie belegt allerdings, dass
FTY720 als Vorlaufersubstanz von FTY720-P im Gegéenszu diesem zu Kkeiner
Degradation des Si1MRezeptors auf HUVECs fiuhrt (60). Diese Erkenntkiannte
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begrinden, warum FTY720 keine Hemmung der Granmédsaigration hervorruft.
Obwohl FTY720 meistens in Zusammenhang mit dem-&H2eptor besprochen wird, ist
nicht ausgeschlossen, dass die Migration der Goamgkllen Uber den SgRezeptor
vermittelt wird. Studien belegen, dass dieser ebenfalls die Migratim Zellen induzieren
kann (5;37).

4.5.2 SEW2871

Studien belegen, dass der $Hezeptor Zellmigration vermitteln kann (58). Dakarde
hier die Migration der Granulosazellen nach Stirmaramit SEW-2871, einem Agonisten
des S1RRezeptors, untersucht. Uber SEW-2871 wird bericlkass er wie S1Pu einer
Migration von S1RRezeptor-transfizierten CHO-Zellen fuhrt (70). SE2871 induziert
Uberraschenderweise in keiner der eingesetzten dfdrationen eine Migration der
Granulosazellen (HGL5-Zellen 1,04 fach (0,1uM) bz®&01 fach (1uM); primére
Granulosazellen 0,99 fach (0,2uM) bzw. 0,88 fachuM)). Die n-fache
Migrationsinduktion durch TS-DMSO st bei den prim@ Granulosazellen (2,9 fach)
deutlich hoher als bei den HGL5-Zellen (1,6 faethingegen sie bei SEW-2871 geringer
ausfallt (vgl. Kap.3.2.4.2). Obwohl der Befund, slaSEW-2871 keine Migration
hervorbringt anders als erwartet ausfallt, entépriteser dem von Balthasar et al.. SEW-
2871 in einer Konzentration von 1 uM verursacht demi ML-1-Zelllinie ebenfalls keine
Zellmigration. Die Antagonisierung des SiRind S1B-Rezeptors durch VPC 23019 in
dieser Studie fuhrt hingegen zu einer Hemmung @#mdgration. Als Begrindung wird
von den Autoren vermutet, dass der SlRnd/oder S1PRezeptor zwar an der
Vermittlung der Zellmigration beteiligt ist/sind,asls aber die Aktivierung des Si1P
Rezeptors alleine nicht ausreichend ist, eine Mignahervorzurufen (5). Diese These
konnte eventuell auch fir die vorliegende Situaotreffend sein.

4.5.3 Phytosphingosin

Als weiteren Agonisten des SitRezeptors wurde Phytosphingosin eingesetzt.
Phytosphingosin bindet ebenfalls an den SR€zeptor (34). Dieser konnte allerdings
nicht auf Granulosazellen nachgewiesen werden H8ytosphingosin (PS) vermag in
keiner der eingesetzten Konzentrationen eine Mgnader Granulosazellen zu induzieren,
die signifikant gegeniber der Negativkontrolle gagdrt ist (HGL5-Zellen: 1,21 fach
(0,2uM PS) bzw. 1,15 fach (2uM PS); primare Grasatellen: 1,1 fach (0,2uM PS) bzw.
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0,86 (2uM PS) (vgl. Kap.3.2.4.3). Diese Ergebnsssie die aus dem Versuch mit SEW-
2871 (vgl. Kap. 4.5.2) machen unwahrscheinlich,sdder S1RRezeptor —zumindest
allein- die Migration der Granulosazellen vermittdhteressanterweise ist die n-fache
Migration der Primarzellen (2,1 fach) nach Stimiaiatmit TS-Methanol starker als die der
HGL5-Zellen (1,8 fach), wohingegen diese Situatiomach Stimulation mit
Phytosphingosin umgekehrt ist. Kim et al. (35) wsuehten den Einfluss von
Phytospingosin-1-Phosphat (PhS1P) auf die Migratimm L2071-Mausfibroblasten.
Phytosphingosin-1-Phosphat entsteht durch Phoslpdronyg von Phytosphingosin und ist
dem S1P strukturell sehr &hnlich. Die Studie wallgrdings kontrare Ergebnisse auf. Die
Daten zeigen, dass PhS1P in einer KonzentrationOy061, 0,01, 0,1 und 1 pM eine
Migration der Zellen hervorruft, die signifikant ggntber der Kontrolle erhdht ist. Das
Migrationsoptimum (ca. 4,8 fach gesteigert) wird baer Konzentration von 0,1 uM
PhS1P erreicht.

4.5.4 VPC 24191

Um die Rolle des SkMHRezeptors zu prufen, wurde VPC 24191 als Agorest S1kund
S1R-Rezeptors eingesetzt. Erkenntnisse Uber dessekuligirauf die Zellmigration
tauchen in der Literatur nicht auf. Weder Thromlemgekret noch VPC 24191 (0,1uM)
induzieren bei der HGL5-Zelllinie eine starke Erbifg der Migration (TS-DMSO, HCI,
BSA: 1,37 fach; VPC 24191: 1,32 facl)ennoch unterscheiden sich die induzierten
Migrationen beider Substanzen statistisch von degdtlvkontrolle. Bei den priméren
Granulosazellen ist nach Stimulation mit TS-DMS@IHBSA und VPC 24191 (0,2uM)
eine sehr viel starkere Migrationsinduktion zu leedtien (TS-DMSO, HCI, BSA: 3,46
fach; VPC 24191 0,2uM: 2,24 fachAuch hier ist der Unterschied zu BM-DMSO, HCI,
BSA signifikant (vgl. Kap. 3.2.4.4). Diese Datenahan wahrscheinlich, dass der $1P
und/oder S1pRezeptor die Migration der Granulosazellen vemdiftt. Diese
Schlussfolgerung ist mit der anderer Autoren Ulstenmend (5;37;41;58).

Durch Einsatz von SEW-2871 und Phytosphingosin (Agfen des S1LP Rezeptors)
wurde keine Migration hervorgerufen. Mutmalilich dsther der S1fFRezeptor eher als
der S1k-Rezeptor bzw. eine synergistische Kostimulationddre Rezeptoren fiir die

Migrationsvermittlung an den Granulosazellen vesantlich.
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4.5.5 Cay10444

Um die Rolle des SkFRezeptors weiter zu beleuchten, wurde der EinflassCay10444,
einem Antagonisten des SiRezeptors (40), auf die Migration der Granuloderel
Uberprift. Auch in diesem Assay fallt die Thrombengekret-induzierte Migration bei
den primaren Granulosazellen (2,4 fach) héher &udea der immortalisierten Zelllinie
(1,4 fach). Der Einfluss von Cay10444 auf die Zdiration ist bisher nicht beschrieben
worden. Wie in Abbildung 13 ersichtlich, induzieftayl0444 keine von den basalen
Leveln positiv abweichende Zellmigration. Die erbobn Daten zeigen bei einer
Konzentration von 0,2 UM eine noch geringer ausfale Migration (HGL5: 1,08 fach;
primare Granulosazellen: 1,1 fach) als bei 1uM ©dy# (HGL5: 1,16 fach; primare
Granulosazellen:1,15 fach). Bei beiden Konzentnatioist die Migration der primaren
Granulosazellen signifikant vs. TS-DMF erniedrigigl( Kap.3.2.4.5). Dadurch kann
demonstriert werden, dass der $Rezeptor definitiv an der Migrationsinduktion biggg

ist, da durch dessen Antagonisierung keine Zellatign zustande kommt.

4.5.6 Pertussis-Toxin

Alle S1P-Rezeptoren koppeln an¥oteine (76). Pertussis-Toxin (PTX) als Inhibion
Go/Gi-Proteinen vermag alle Effekte von S1P, die UberX-Bénsitive G-Proteine
vermittelt werden, zu unterdriicken. Die Daten zejgdass PTX die Migration der
primaren Granulosazellen komplett blockiert (1,@¢he Induktion). Die Migration der
HGL5-Zellen wird durch PTX ebenfalls reduziert (1,3ach) (vgl. Kap. 3.2.4.6).
Auffallend ist, dass die Migration von den Zelleer dPriméarkultur im Vergleich zu der
immortalisierten Zelllinie durch TS-DMSO hoher alifund durch PTX starker gehemmt
wird. Obwohl die Migration der HGL5-Zellen nicht slpastisch eingeschrénkt ist wie die
der Granulosazellen, zeigen die Ergebnisse eirgleutass @G;-Proteine an der
Vermittlung der Zellmigration durch Thrombozytensskbeteiligt sind. Dieses Ergebnis
stimmt mit denen anderer Autoren Uberein (5;36;BFd). Balthasar et al. berichten
beispielsweise, dass die S1P-vermittelte Migratisan ML-1-Zellen (follikulare
Schilddrisenkarzinomzellen) komplett durch PTX atifgben werden konnte (5). Auch
Kimura et al. geben an, dass PTX die Migration WdVECs und HAECs inhibiert
(36;37).
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4.5.7 Schlussfolgerung

In Zusammenschau der Ergebnisse des Agonisten-Amagonistenassays ist davon
auszugehen, dass der Hezeptor die Migration der Granulosazellen entsieral
vermittelt (Kap. 4.5.5). Es ist allerdings nichisgaschlossen, dass eine Kostimulation des
S1R- und S1R-Rezeptors fir diese Wirkung notwendig ist (Kap4).5Der Einsatz von
Pertussis-Toxin zeigt, dass diese Migrationsvelmmitf von PTX-sensitiven {@roteinen
abhéangig ist (Kap.4.5.6). Die anhand dieser Ergsenvermutete Migrationsvermittlung
ist zusammenfassend in Abbildung 16 dargestellt.

Die Agonisten und Antagonisten waren in verschiedebhtsemitteln gelost worden. Zur
besseren Vergleichbarkeit sind die Losemittel edenfin den Kontrollen eingesetzt
worden. Interessant ware es gewesen, den alleirig#tuss des jeweiligen Losemittels
auf die Zellmigration zu untersuchen. Dieses wuet#er verpasst.
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Abb. 16: Schematische Darstellung devermuteten Rezeptorvermittlung der Migration

Die Migration der Granulosazellen wird entscheidenddurch den S1k-Rezeptor vermittelt, da durch dessen
alleinige Antagonisierung durchCay1044: dieser Effekt ausbleibt und VPC 24191als Agonist adiesem Rezeptol
eine deutliche Migration hervorbringt. Da VPC 24191auch Agonist des S1;-Rezeptois ist, kann eine fir die
Migrationsvermittlung no twendige Kostimulation des S1i-Rezeptors nicht ausgeschlossen werden. Der S;-

Rezeptor vermag die Migration nicht allein zu vermtteln, was durch den Einsatz vorSEW-2871 als selektiver
Agonist an diesen Rezeptound Phytosphingosin ersichtlich ist. Eint Abhéngigkeit von G-Proteinen bei der
Migrationsvermittlung wird durch den Einsatz von Pertussis-Toxin aufgezeigtFTY720 bedingt ebenfalls eine
deutliche Migration. Da FTY720 Agonist beider hier dargestellten Rezeptorenist, hilft er nicht bei der

Identif ikation des verantwortlichen Rezeptors

Nicht naher untersuchtund daher nicht dargestelltwurden der S1RB- und S1R-Rezeptol. Der S1R-Rezeptor soll
die Zellmigration inhibieren; der S1Ps-Rezeptor ist der Literatur zufolge nicht an einer Migrationsvermittlung

beteiligt. Der S1R-Rezeptor konnte nicht auf Granulosazellen detektidrwerden (8).

Die Agonisten bzw. Antagonisten sind als Liganden anhren spezifischen S1-Rezeptoren dargestellt.
Zeichenerklarung: Antagonisten bzw. Inhibitoren (e&ig und -1); Agonisten (rund); Agonisten, die eine
Granulosazellmigration bedingen (unterstrichen). Alklirzungen: Cay=Cay1044., FTY=FTY720,

PS=PhytosphingosinPTX=Pertussis-Toxin, SEW=SEW-2871, VPC=VPC 24191.
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4.6 Thrombozytensekret induziert keine Granulosazé&lProliferation
Sowohl S1P (37;43) als auch andere thrombozytare chéfamsfaktoren

(17;28;38;64,66;90) konnen die Proliferation vonllete stimulieren. Zum Ausschluss,
dass die erhobenen Ergebnisse durch diesen Zadgsazrfalscht worden sind, wurde der
Effekt des Thrombozytensekrets auf die Proliferatier Granulosazellen gepriift.

Bei den HGL5-Zellen wie auch den primaren GranweBan liegen die durch das
Thrombozytensekret induzierten Proliferationen ligut unterhalb des Niveaus der
Negativkontrolle (HGL5: 0,83 fach (10ul), 0,77 fa0 ul), 0,77 fach (40ul), 0,58 fach
(80ul), 0,61 fach (100ul); primare Granulosazelleyv7 fach (10ul), 0,74 fach (20ul),
0,73 fach (40ul), 0,56 fach (80ul), 0,47 fach (1PN jeder eingesetzten Konzentration
des Thrombozytensekrets ist dieser Unterschiedistssah signifikant (Abb. 15).
Auffallend ist analog zu dem Migrationsassay (Abpdie abnehmende Proliferationsrate
bei steigender Konzentration des Thrombozytensekieser Befund konnte anhand der
bereits erwahnten Rezeptorinternalisierung (45)adrkwerden (vergl. Kap.4.3). Das
Ergebnis steht im Widerspruch zu denen von Hartetigal. (24) und Liu et al. (47):
Epithelzellen der Kornea zeigen mit steigender emtiation des PR (6, 12, 25, 50, 100%)
erhohte Proliferationsraten mit einem Maximum vdn23+ 15,9% Standardabweichung
bei Einsatz von unverdiinntem PR (24). Zu identisdBegebnissen kamen auch Liu et al.
(47). Beide Autoren benutzten zur Messung den AldtuBiineszenz-Assay. Das Prinzip
beruht auf der Messung der ATP-Menge, die mit ddiproliferation korreliert (47).

Fur die Herstellung des Thrombozytensekrets wirdoiibin bendtigt. Den alleinigen
Einfluss von Thrombin auf die Proliferation der Guébsazellen wurde in der
vorliegenden Studie nicht untersucht. In diesemadusenhang berichten Hartwig et al.
allerdings, dass Thrombin auf die Zellproliferatider kornealen Epithelzellen keinen
Effekt hat (24).

Aufgrund von Kenntnissen aus einer vorherigen &t(82) wurde Follikelflissigkeit (FF)
im MTT-Assay als Positivkontrolle ein. Wie in Ab.1(vgl. Kap.3.3.1) ersichtlich,
induziert Follikelflissigkeit in jeder der eingeaein Konzentration deutlich erhdhte
Proliferationen der Granulosazellen, die samtliggnifikant gegenuber der Kontrolle
verandert sind (HGL5: 1,42 fach (20ul), 1,65 fad®y(l), 1,68 fach (80ul), 1,58 fach
(100ul); primare Granulosazellen: 1,27 fach (204 fach (40ul), 1,5 fach (80ul), 1,41
fach (100ul))Von Otte et al. (82) fanden eine gesteigerte Rnatfon von HUVECs nach
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Stimulation mit Follikelflissigkeit. Identisch zued vorliegenden Daten wird dort die
hdchste Proliferation (ca. 60% im Vergleich zurddes Proliferation gesteigert) bei einer
Konzentration von 80 ul FF/well beobachtet (82).

Interessanterweise zeigen die HGL5-Zellen in diesAssay eine gering hohere
Proliferationsaktivitat als die Zellen der Primétka. Im Gegensatz dazu war in den
Migrationsassays meist die Aktivitat der primaresil@n starker.

Dass Follikelflissigkeit und Thrombozytensekretsightlich der Proliferation kontrére
Effekte auf die Granulosazellen haben ist unterAtevahme, dass beide Substanzen S1P
enthalten (82),(vgl. Kap. 3.1.3)in unerwartetesind nicht ganzlich nachvollziehbares
Ergebnis. S1P vermag die Proliferation zahlreichedoch nicht aller Zelltypen zu
stimulieren (37;43). S1P st in der Literatur haglich seiner Wirkung auf die
Proliferation von Granulosazellen nicht untersuchbrden, so dass sich keine
Vergleichsmoglichkeiten bieten. Balthasar et a).Z%folge bleiben die Proliferationsraten
von primaren Schilddrisenzellen bei Stimulationcdu1P (0,1uM, 3uM) unbeeinflusst.
Inhibitorisch wirkt S1P auf die Proliferation vonLM. und FRO-Zellen (follikulare bzw.
anaplastische Schilddriisenkarzinomzellen) (5). €&id3eispiel kbénnte die Beobachtung,
dass Thrombozytensekret die Proliferation der Qomazellen inhibiert plausibel machen,
erklart jedoch nicht, dass Follikelflissigkeit eingegenteiligen Effekt auf die Zellen hat.
Die unterschiedlichen Effekte von Thrombozytenseural Follikelflissigkeit konnten auf
andere Faktoren zuriick gefiihrt werden, die nebdn Bldiesen Substanzgemischen
enthalten sind.

Abbildung 15 (Kap.3.3.1) zeigt jedoch deutlich, sla¥hrombozytensekret keine
Proliferation von Granulosazellen induziert. Einglgroliferationsbedingte Verfalschung

der erhobenen Daten aus den Migrationsassays kdrar dusgeschlossen werden.

4.7 Ausblick

Obwohl aufgrund der hier dargestellten in vitro-Esmente keine definitiven Schliisse
auf die Gegebenheiten in vivo gezogen werden kgnhefert die vorliegende Studie
Hinweise auf einen bisher nicht beschriebenen nutde&n Mechanismus in der
Gelbkorperentwicklung. Wie bereits oben ausgefiulstt u.a. die Migration von

Granulosazellen fir die Formation des Gelbkorpeishtrg. Der Befund, dass mit
Thrombozytensekret und S1P stimulierte Granulotazehigrieren, konnte demnach fur

73



Diskussion

die in vivo-Situation Bedeutung haben. Thrombozyemmen im Stadium des Corpus
hamorrhagicum mit Granulosazellen in Kontakt undrén thrombozytare Faktoren wie
z.B. S1P ausschutten. S1P scheint im Thrombozyestsmaligeblich fur die Migration
der Granulosazellen verantwortlich zu sein (vglpiad4.4). Eine Ubertragung auf die in
vivo-Situation erscheint daher sinnvoll, zumal thikulare Hamorrhagie im Rahmen der
Ovulation ein physiologischer Vorgang ist. Das @srghdmorrhagicum wéare demnach
eine notwendige Voraussetzung fir die EntstehusgQiepus luteum, welches wiederum
fur die erfolgreiche Reproduktion wesentliche Badag hat.

Aufgrund seines hohen Stellenwertes sind beziglehEntwicklungsmechanismen des
Corpus luteum weitere Untersuchungen sinnvoll:

Insbesondere sollte die Rolle der Thrombozyten tadi@m des Corpus hamorrhagicum
und des von diesen freigesetzten S1P néaher bedgugbtden. Dazu ware es bedeutsam,
die Thrombozytenzahl sowie die physiologische Stidentration in der Follikelhdhle in
vivo zu bestimmen. Die Neovaskularisation und digeinisierung der Granulosazellen
sind zwei fur die Gelbkoérperentwicklung wesentlidPmzesse. Da die angiogenetischen
Eigenschaften des S1P bereits bekannt sind, warsinesoll, die Wirkungen des
Thrombozytensekrets auf die Migration und Prolifiera von Endothelzellen ndher zu
untersuchen. Weiterhin kénnte der Effekt von S1Fl dimrombozytensekret auf die
Differenzierung der Granulosazellen zu Luteinzebealysiert werden. Dies konnte durch
Analyse von Anderungen der Zellmorphologie als audhrch Messung der
Progesteronproduktion geschehen.

S1P wird die Beeinflussung vieler biologischer \@mge in diversen Geweben
zugeschrieben. Weitere Analysen hinsichtlich Sliiteelter Effekte auf Zellprozesse im
Ovar waren daher lohnenswert. Beispielsweise kodigeMigration anderer ovarieller
Zellen wie Fibroblasten oder Theka-interna-Zellentessucht werden In diesem
Zusammenhang ware auch eine Identifikation des d#&ptorenbesatzes dieser Zellen
wichtig. In Knock-out-Mausmodellen kdnnte die Fuokt der S1P-vermittelten Effekte
umfassend analysiert werden. Auch der Einfluss @&ifP-Rezeptor-Agonisten und —

Antagonisten kénnte systematisch im in-vivo-Modeiltersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Einleitung Fir die Entwicklung des Gelbkérpers (Corpus loteuist neben der
Angiogenese und Luteinisierung die Migration dematosazellen bedeutsam. Welche
Mediatoren fur die Migration der Granulosazellemavgwortlich sind, ist bislang unklar.
Es ist bekannt, dass das bioaktive Lipid SphingdsiRhosphat (S1P) die Migration
verschiedener Zellen Uber S1P-Rezeptoren regul@phingosin 1-Phosphat wird von
Thrombozyten synthetisiert und bei Stimulation seset. Durch eine ovulationsbedingte
Blutung (Corpus hé&morrhagicum) gelangen Thrombaryie der Follikelhéhle mit
Granulosazellen in Kontakt. Da Granulosazellen &gisin 1-Phosphat-Rezeptoren
exprimieren, befasst sich die vorliegende Arbestraals mit der Frage, ob Sphingosin 1-
Phosphat bzw. Thrombozytensekret die Migration @oanulosazellen regulieren kann.
Methoden Anhand von Migrations- und Proliferationsassaysden sowohl primére als
auch immortalisierte (HGL5-Zelllinie) humane Gramsdzellen untersucht. Die
Identifizierung moglicher migrationsvermittelndereiiatoren im Thrombozytensekret und
nachgeschalteter Signalwege erfolgte mittels Prdematurierung, Lipidextraktion,
Dephosphorylierung, Inhibition von of&i-Proteinen (Pertussis-Toxin), sowie Einsatz
verschiedener Agonisten (FTY720, SEW-2871, VPC 241Phytosphingosin) und
Antagonisten (Cay10444) der Sphingosin 1-Phospleatptorfamilie.

Ergebnisse Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Sphingbgithosphat als auch
Thrombozytensekret die  Migration der  Granulosarelleinduzieren. Im
Thrombozytensekret konnte Sphingosin 1-Phosphatra@Bgeblicher Mediator fur die
Migration identifiziert werden. Daruberhinaus komnbhachgewiesen werden, dass die
Migration hauptsachlich Gber den SiRezeptor erfolgt und die nachfolgende
intrazellulare Signaltransduktion of&;-Protein-abhéngig ist. Eine Thrombozytensekret-
induzierte Proliferation der Granulosazellen wuadegeschlossen.

Diskussion Trotz bekannter Limitationen einer in-vitro Stediefern die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit Hinweise auf einen neuen mdiiem Mechanismus in der
Gelbkorperformation. Demnach kodnnten Thrombozytan Btadium des Corpus
hamorrhagicum durch Ausschittung von Sphingosindspihat die Migration der
Granulosazellen induzieren und so die Gelbkorpesieklung beeinflussen. Die

Uberpriifung dieser Hypothese sollte Ziel weitenevivo Untersuchungen sein.
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9. Lebenslauf

Christiane Charlotte Kiimpers

Konigstral3e 4/6
23552 Lubeck

geboren am:

Familienstand:

29.11.1983 in Steinfurt-Borghorst/\é=t als zweites Kind von
Dres. med. Hildburg und RuUdiger Kimpers (Fachartie
Andasthesie bzw. Padiatrie)

ledig

Schulischer Werdegang:

1990- 1992
1992- 1994
1994- 2003
Mai 2003

Besuch der kath. Werner-Rolevink-Grahdk in Laer (NRW)
Besuch der Marien-Grundschule in Stei#Borghorst (NRW)
Besuch des stadt. Gymnasiums SteiBarghorst

Abitur; Note: 2,0

Universitarer Werdegang:

Oktober 2003

August 2005
August 2006

Dezember 2006
November 2008
Dezember 2008

Mai 2010

Beginn des Studiums der Humanmedizider Universitat zu
Lubeck

1. Abschnitt der arztlichen PrufungteN ,,gut*

Beginn der vorliegenden laborexperimléart Dissertation in der
Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Uerisitat zu
Libeck zum Thema: ,Untersuchungen zum Migrationsaken
primarer und immortalisierter humaner Granulosarellunter
Einfluss von Sphingosin 1-Phosphat und Thrombozglret®.
Doktorvater: PD Dr. med. S. von Otte

Abschluss der laborexperimentelleersachungen

Beendigung der schriftlichen Abfagsder Dissertation

Beginn des Praktischen Jahres dgnilegrsitat zu Lubeck;
Tertiale: Pathologie, Chirurgie, Innere Medizin
2. Abschnitt der arztlichen Prufung; Nqtaut*
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Juli 2010 Promotion
August 2010 Assistenzarztin im Institut fur Patgié (Leiter: Prof. Feller),
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campuitbeck
Famulaturen: Innere Medizin in Krankenhaus und Praxis, Fraudkhwede und
Geburtshilfe, Anasthesiologie und NotfallmedizingdRtsmedizin,
Mikrobiologie und Hygiene, Pathologie
Wahlfacher: Sonografie; Note ,sehr gut”
Naturheilverfahren; Note ,sehr gut®
Rechtsmedizin; Note ,sehr gut*
Vero6ffentlichungen:
C Kumpers, S von Otte. Die Wanderung von Zellerkiarstock-was treibt sie an?
Posterausstellung am Dritten Libecker DoktorarapA009
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