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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Hypertensive Erkrankungen treten in 6 bis 8 % aller Schwangerschaften auf, sind
fur 20 bis 25 % der Félle von perinataler Mortalitat verantwortlich und nehmen
hierbei sogar die drei haufigsten matterlichen Todesursachen fir sich in Anspruch.
Diese auch als Gestationshypertonien bezeichneten Erkrankungen stellen,
gemeinsam mit pra- und perinatalen Blutungen sowie thrombembolischen
Ereignissen, diejenigen Schwangerschaftskomplikationen mit dem hdchsten
Risiko fur Mutter und Kind dar und kénnen im schlimmsten Fall zum Tode der Frau
sowie des ungeborenen Kindes flhren (46, 47, 48, 66). Eine Gestationshypertonie
besteht definitionsgemaB bei einer nach der abgeschlossenen 20.
Schwangerschaftswoche  (SSW) neu  aufgetretenen  Hypertonie  mit
Blutdruckwerten = 140/90 mmHg einschlie3lich einer Normalisierung der Werte bis
12 Wochen post partum. Die reine Gestationshypertonie ist nicht mit einer
Proteinurie vergesellschaftet. Zu den schwangerschaftsinduzierten Hypertonien
zahlen die Praeklampsie, sowie die Eklampsie, die eine progrediente Form der
Praeklampsie darstellt, jedoch auch primar auftreten kann und das HELLP-
Syndrom als eine Sonderform der Préaeklampsie (46).

Die synonym auch als Gestose bezeichnete Praeklampsie nimmt hierbei eine
besondere Rolle ein, da sie ursachlich fir jeden dritten Fall schwerer peripartaler
Morbiditat ist. Auch steigert die Praeklampsie die perinatale (kindliche) Mortalitat
um das Flnffache (46) und zieht weltweit jahrlich mindestens 60.000 maternale
Todesfalle nach sich (77). Die Praeklampsie ist definiert als das Auftreten einer
Gestationshypertonie in Kombination mit einer nach der 20. SSW auftretenden
Proteinurie 2 300 mg im 24-Stunden-Sammelurin. Weiterhin ist die Diagnose zu
stellen bei einer Gestationshypertonie und zusatzlich nach der 20. SSW
aufgetretener fetaler Wachstumsretardierung, maternaler Leberbeteiligung,
Nierenfunktionsstérung, hamatologischer Stérung oder neurologischer Symptome.
Treten Proteinurie und Gestationshypertonie gemeinsam und in Kombination mit
oben genannten Symptomen oder in Kombination mit einem Lungenddem, einer
Zyanose, einer Erhéhung des Blutdrucks auf Werte 2 170/110 mmHg oder einer
isolierten Proteinurie 2500 mg im 24-Stunden-Sammelurin auf, spricht man von
einer schweren Praeklampsie (46). Eine geflirchtete Steigerung der Praeklampsie
ist die Eklampsie, definiert als im Rahmen der Praeklampsie auftretende tonisch-
klonische Krampfanfélle. Jedoch sind nur 50 % der Eklampsien mit einer
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1. EINLEITUNG

schweren Hypertonie assoziiert, und auch eine Proteinurie kann ganzlich fehlen.
So finden sich in 14 bis 34 % der Eklampsie-Félle beide Leitsymptome nicht (46).
Abzugrenzen von der Praeklampsie und Eklampsie ist das HELLP-Syndrom,
welches definiert ist durch die Trias: Hamolyse (hemolysis), pathologisch erhéhte
Leberenzyme (elevated liver enzymes) und eine auf Werte unter 100.000/ul
erniedrigte  Thrombozytenzahl (low platelets). Auch bei dieser zu den
Gestationshypertonien zadhlenden Erkrankung fehlt in 5 bis 15 % der Félle eine
signifikante Proteinurie und in bis zu 20 % der Falle eine Hypertonie. In 15 % der
Falle ist keines der beiden Symptome nachweisbar (46). Als chronische
Hypertonie wird eine prakonzeptionelle oder in der ersten Schwangerschaftshalfte
diagnostizierte Hypertonie mit Werten 2 140/90 mmHg abgegrenzt, welche
postpartal langer als 12 Wochen persistiert. Eine Pfropfpraeklampsie, synonym
auch als Pfropfgestose bezeichnet, ist zu diagnostizieren bei einer zusatzlich zu
einer chronischen Hypertonie auftretenden Gestationsproteinurie vor der 20. SSW
oder bei einer zusatzlich nach der 20. SSW eintretenden Entwicklung wie einem
plétzlichen Anstieg der Proteinurie, des Blutdrucks oder eines klinischen oder
laborchemischen Merkmals einer schweren Praeklampsie (46).

Seit einiger Zeit sind zur Abschatzung des Risikos fur das Auftreten einer
Praeklampsie u.a. anamnestische Angaben der Patientin etabliert. Das Risiko, an
einer Praeklampsie zu erkranken, ist wie in Tabelle 1 und 2 dargestellt, deutlich
erhéht bei vorausgegangener Praeklampsie, familiarer Belastung, chronischer
Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 1 sowie chronischer Nierenerkrankung.
Weiterhin dienen v.a. die Resultate der zwischen der 22. und 24.SSW
durchgefiihrten Dopplersonografie uteriner GefdBe zur Friherkennung. Als
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer Praeklampsie gelten hierbei eine
beidseitige persistierend postsystolische Inzisur in der Dopplerkurve der Aa
uterinae, ein sog. bilaterales Notching und ein erhéhter Resistance- (Rl) und
Pulsatility-Index (Pl), welche aus selbiger Dopplerkurve berechnet werden kénnen
(19, 46). Die Patientinnen, bei denen im Rahmen der Doppler-Untersuchung keine
pathologischen Werte feststellbar sind, werden mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
an einer Praeklampsie erkranken. Da jedoch pathologische Doppler-Werten nicht
zwingend in einer Praeklampsie minden, ergibt sich fir diese Untersuchung ein
hoher falsch-positiver Wert (19). Pathologische Doppler-Werte im ersten

Trimenon, zwischen der 11. und 13. Schwangerschaftswoche, sind lediglich
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1. EINLEITUNG

bezlglich der Feststellung des Rezidivrisikos nach Praeklampsie in
vorrangegangener Schwangerschaft aussagekraftig, nicht jedoch zur primaren
Diagnostik (21).

Anamnestische Risikofaktoren (RR: . <
Relatives Risiko fiir eine Préeklgmpsie) AOEUNEE [HELe (i)
Antiphospholipidsyndrom RR~9

Z.n. Praeklampsie RR~7

Body Mass Index > 35 kg/m” RR ~ 4
Vorbestehender Diabetes mellitus Typ 1 RR ~ 3,5
Familiare Belastung RR ~3
Vorbestehende Nierenerkrankung RR ~3
Erstparitat RR ~ 2,5

Alter > 40 Jahre RR ~2
Chronische Hypertonie Risiko 1
Sonstige Autoimmunerkrankungen (z.B.

systemischer Lupus erythematodes mit Risiko 11
Nephritis)

Maternale hereditédre Thrombophilie Datenlage unklar
Fetale Thrombophilie Datenlage unklar

Tabelle 1: Anamnestische Risikofaktoren fir Entwicklung einer Préeklampsie ausgedriickt als
Relatives Risiko (46)

Schwangerschafts-assoziierte Risiken fir die Entwicklung einer Praeklampsie
Bilaterales Notching/erhéhter RI/PI der Aa uterinae, persistierend nach der 24.
abgeschlossenen Schwangerschaftswoche

Mehrlingsschwangerschaft

Gestationsdiabetes

Hydrops fetalis, Trisomien, Blasenmole

Tabelle 2: Darstellung Schwangerschaftsassoziierter Risiken fir die Entwicklung einer
Praeklampsie (46)

So besteht zwar die Mdglichkeit, Rezidive frihzeitig zu erkennen und
therapeutisch einzugreifen, fir die erstmalig auftretende Praeklampsie kommt die
Risikoeinschatzung zwischen der 22. und 24. SSW jedoch zu spat flr eine
erfolgreiche medikamentése Prophylaxe: Der Einsatz von niedrig dosierter
Acetylsalicylsaure (ASS; 50 bis 150 mg/d) reduziert die Praeklampsie-Rate
lediglich bei Beginn vor oder spatestens mit der 16. SSW wirkungsvoll (75).
Mittlerweile hat man herausgefunden, dass die Fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1),
ein I6slicher Rezeptor des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), im Blut
von Patientinnen mit Préeklampsie erhéht ist. Gleichzeitig kann in vielen Féllen ein
erniedrigter, im Blut zirkulierender placental growth factor (PIGF) nachgewiesen
werden. Ein erhdhter sFlt-1/PIGF-Quotient kann zwar die Diagnosestellung einer
zum Zeitpunkt der Untersuchung bereits eingetretenen Praeklampsie erleichtern,
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1. EINLEITUNG

erlaubt aber noch keine sichere Aussage dariiber, ob und wann eine schwangere
Patientin an einer Praeklampsie erkrankt (84). Somit kann der Verdacht einer sich
erstmalig entwickelnden Praeklampsie zum heutigen Zeitpunkt erst dann
begrindet gestellt werden, wenn es flir eine zielfUhrende Praventionstherapie
bereits zu spat ist. Ein weiteres Problem ist, dass die Therapie mit niedrig
dosierter ASS das Praeklampsierisiko nur um 19 % und die perinatale Mortalitat
lediglich um 16 % senkt (11, 46).

Klinisch zeigen sich hypertensive Erkrankungen in Schwangerschaft und
Wochenbett durch die bereits beschriebene reproduzierbare Hypertonie und
Proteinurie. Weitere klinische Symptome sind eine Gewichtszunahme von = 1 kg
pro Woche wéahrend des 3. Trimenons und Verdnderungen der Laborparameter,
u.a. ein Anstieg des Hamatokrit, ein Abfall der Thrombozyten sowie ein Anstieg
von Transaminasen und Retentionswerten. Eine drohende Eklampsie zeigt sich
haufig durch Oberbauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und zentral-nervése-
Symptome wie Augenflimmern, persistierende Kopfschmerzen und Hyperreflexie
(46). Klinische Leitsymptome des HELLP-Syndroms sind der Oberbauchschmerz
bzw. der Schmerz im Epigastrium. Wird die Gestationshypertonie rechtzeitig
erkannt, ist die Einleitung einer fir Mutter und Kind folgenlosen antihypertensiven
Therapie in der Regel moglich. Ist die Erkrankung jedoch erst einmal
fortgeschritten manifest, birgt die Behandlung Schwierigkeiten und Risiken fir
werdende Mutter und Fetus. Eine medikamentdse Senkung des Blutdrucks sollte
in der Regel erst ab anhaltenden Blutdruckwerten =170 mmHg systolisch
und/oder = 110 mmHg diastolisch und initial nur unter stationdren Bedingungen
erfolgen. Die Indikation beruht hierbei hauptsachlich auf der Préavention maternaler
zerebro- sowie kardiovaskularer Komplikationen, v.a. jedoch auf der Vermeidung
zerebraler Blutungen bei erstmalig aufgetretener schwerer Hypertonie. Allerdings
zeigt die aktuelle Entwicklung bezlglich milder bis mittelschwerer Hypertonien
lediglich  einen  geringen  mdutterlichen  Nutzen bei erhdhter Rate
wachstumsretardierter Kinder sowie vermindertem Geburtsgewicht (46). Somit
kommt die Indikationsstellung einem Drahtseilakt zwischen maternalen und fetalen
Bedurfnissen nahe. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der geringen Anzahl
medikamentdser Optionen sowohl zur Senkung des Bluthochdrucks als auch zur
Pravention bzw. Therapie von Krampfanfallen in Hinblick auf die mdglichen
Auswirkungen auf die fetale Entwicklung. Jede initiale Senkung deutlich erhéhter
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1. EINLEITUNG

Blutdruckwerte — also fortgeschrittener Befunde — muss unter CTG-Uberwachung
(Kardiotokografie-Uberwachung) des Fetus erfolgen. Die Uberwachung ist
notwendig, um akute Gefahrdungen des Fotus durch zu starke maternale
Blutdruckabfélle und eine konsekutive plazentare Hypoperfusion zu vermeiden.
Diastolische Zielblutdruckwerte von 90 bis 105 mmHg sollten nicht unterschritten
werden (46). Bei foudroyanten (Pra-) Eklampsie-Verlaufen besteht die kausale
Therapie letztendlich nur in der Entbindung. Diese ist unter Berlcksichtigung des
Gestationsalters  und  gegebenenfalls  unter  Berlicksichtigung  einer
abgeschlossenen Induktion der fetalen Lungenreife (sog. RDS-Prophylaxe
[Respiratory-Distress-Syndrom, syn. Atemnotsyndrom]) die Therapie der Wahl.
Jedoch tritt speziell die Eklampsie in bis zu 28 % der Faélle erst postpartal auf,
weswegen bei Patientinnen mit gestationsassoziierter Hypertonie auch im direkten
postpartalen Zeitraum bis zur Normalisierung der Blutdruckwerte eine
Uberwachung und ggf. Fortfilhrung der antihypertensiven Therapie indiziert ist
(46). Zusammenfassend wird deutlich, dass die hypertensiven Erkrankungen in
der Schwangerschaft und im Wochenbett ernstzunehmende und unter Umstéanden
gesundheits- und lebensbedrohende Erkrankungen darstellen. Da bislang sowohl
die Madglichkeiten der Pravention, Friherkennung als auch der adaquaten
Therapie flur werdende Mutter und Fetus als maBig einzustufen sind, steht die
mdglichst exakte Aufschlisselung der Kausalitdt und die daraus folgende
mogliche Prophylaxe im Zentrum unseres Interesses.

Es wird allgemein angenommen, dass den Gestationshypertonien eine gestoérte
Plazentation zugrunde liegt (71, 90). Fir die mit der Plazentation untrennbar
verbundene Implantation sind v.a. die Angiogenese und Dezidualisierung von
zentraler Bedeutung (56). Der beschriebene Prozess umfasst jedoch vielféltige
Effekte und Wechselwirkungen zwischen Trophoblast und Dezidua (23), welche in
ihren Einzelheiten bislang nur unzureichend untersucht sind. So besteht die
Blastozyste aus einem innen liegenden Embryoblasten, aus welchem sich ab dem
achten Tag post conceptionem die Keimscheiben entwickeln, und dem
Trophoblasten. Mit der den Embryoblast enthaltenden Seite voran obliegt dem
Trophoblasten als duBere Schicht der Blastozyste die Apposition, Adhasion sowie
die Invasion in das Endometrium (31, 81, 87). Dieser Vorgang ist schematisch in
Abbildung 1 dargestellt.
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1. EINLEITUNG

Adhasion Invasion

Abbildung 1: Darstellung des Implantationsprozesses. Dieser beinhaltet die Apposition, Adhasion
und Invasion. Die Apposition ist definiert durch die Anndherung der Blastozyste an das
Endometrium. Darauf folgend bilden sich epitheliale Muzinglykoproteine (1) zuriick, bevor die
Adhésion beginnen kann. Im Rahmen dieser bindet der Trophoblast (2) unter Zuhilfenahme von
Adhasionsproteinen (Integrine und Selektine) (3) an das luminale Epithel (4). Die anschlieBende
Invasion steht u.a. unter dem Einfluss von zu den endometrialen Immunzellen gehdérenden
natirlichen Killer-Zellen (5) wie auch unter dem Einfluss von dezidualisierten (6) Stromazellen (7).
Die Vermittlung zwischen natirlichen Killerzellen und Trophoblasten spielt eine bedeutende Rolle
und wird durch das humane Leukozytenantigen HLA-G (8) mitbestimmt. (Abbildung entnommen
aus [87])

Die zu Beginn der Plazentation physiologische relative Hypoxie wirkt sich férdernd
auf die Proliferation des Trophoblasten aus und stellt dadurch eine Voraussetzung
fir dessen Invasion der Uterusschleimhaut dar (71). Durch Infiltration der
Uterusschleimhaut und der utero-plazentaren Arterien durch den Trophoblasten
tragt dieser entscheidend zum Remodeling der Spiralarterien bei. Im Rahmen des
Remodelings der Spiralarterien durch den Trophoblasten ersetzt dieser, bis in das
innere Myometriumdrittel reichend, sowohl das Endothel als auch die glatten
Muskelzellen der Media. Folglich verlieren die Spiralarterien an Elastizitat, sodass
sie  an Durchmesser zunehmen und ihre Kontraktionsfahigkeit bzw.
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1. EINLEITUNG

vasomotorische Kontrolle verlieren. Dadurch sinkt einerseits der maternale
GefaBwiderstand und konsekutiv erhéht sich andererseits der uteroplazentare
Blutfluss. Aufgrund des Verlustes der Modulationsféhigkeit des Bluteinstroms in
die Plazenta durch Kontraktion der GeféaB3e ist ein ausreichendes Blutangebot fir
die Frucht gewahrleistet (39, 71). Die Invasion des Trophoblasten in die Dezidua
ist bei Patientinnen mit Praeklampsie vermindert, gleiches gqilt auch fir die
Invasion der uteroplazentaren GefdBe und deren Remodeling (39). Als bislang
gesichert gilt, dass u.a. diese gestdrte Invasion des Trophoblasten in die Dezidua
ursachlich fir die schwangerschaftsinduzierte Hypertonie ist (67, 71). Die Invasion
erfolgt hierbei nicht bis in die Media der Spiralarterien, weshalb das Endothel der
Arterien nicht ersetzt wird. Dieser Vorgang ist schematisch in Abbildung 2

dargestellt.
Gostation >
A O B L) c D
> < > < > <
b e 1w
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31 e et
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Invasion
Uterine wall

" Superficial decdua

Cytotrophoblasts

Placenta

Intervillous
space

Syncytiotrophoblasts

Maternal bloodflow

Abbildung 2: Darstellung der Invasion des Trophoblasten in die Dezidua (71). A) Proliferation des
Trophoblasten B) Werden Implantation und Plazentation in einem frilhen Stadium gestoért, flhrt
dies zum Abort (67). C) Sind jedoch die Invasion der Spiralarterien sowie deren Remodeling
gestort, bleibt die Schwangerschaft zwar zunachst erhalten, jedoch entwickelt sich eine

Praeklampsie. (Abbildung entnommen aus [71])

Die Arterien werden daher nicht genlgend dilatiert, um einen ausreichenden
Blutstrom in den intervilldsen Raum zu erméglichen (39), was sich, wie auf Seite

11 beschrieben, klinisch im GefaBdoppler der A. uterina als sogenannter

16



1. EINLEITUNG

persistierender Notch darstellt. Weitere Rollen scheinen eine verminderte HLA-G-
Expression auf dem extravillésen Trophoblasten (17, 36), eine Mutation des
Angiotensinogens (70), sowie vermehrte Adhasionsmolekile wie VCAM1
(Vaskulares Zelladhasionsmolekil 1), ICAM 1 (Interzellulares Adhéasionsmolekdl
1) und E-Selektin (40) zu spielen.

Um die bis heute nicht vollstindig entschlisselte Pathogenese der
schwangerschaftsassoziierten Hypertonien zu verstehen, ist die Aufdeckung
dieser Details moéglicherweise von zentraler Bedeutung. Aktuell erfolgt bei Frauen
mit einer anamnestischen schwangerschaftsinduzierten  Hypertonie in
Folgegraviditédten die auf Seite 12 beschriebene Sekundar-Prophylaxe mit niedrig
dosierter Acetylsalicylsaure. Es mehren sich jedoch in der wissenschaftlichen
Literatur zudem Hinweise auf therapeutische Effekte von Heparin. Der genaue
Wirkmechanismus des Heparins, welches in Studien die Rezidivrate
hypertonieassoziierter Komplikationen ebenfalls signifikant verminderte, ist noch
nicht geklart (74). Im Rahmen der Schwangerschaft durchlauft das
Gerinnungssystem jedoch signifikante Veranderungen, so nimmt die Aktivitat
einiger Gerinnungsfaktoren, wie z.B. die des Faktor X mit Dauer der
Schwangerschaft progredient zu, die Funktion der Thrombozyten hingegen ist

eingeschrankt (11, 12), was in Tabelle 3 dargestellt ist.

Faktor l. Trimenon Il. Trimenon lll. Trimenon
Fibrinogen 1 " "M
Faktor VII 1 1 1M1
Faktor IX 1 1 1M1
Faktor X 1 1 111
Faktor XII 1 1 111
Faktor VIII 1 1 1
Von-Willebrand-

Faktor T " m
Thrombin-

Antithrombin- 1 ™"
Komplex

Protein S ! ! !
Thrombozytenzahl \ \
Fibrinolyse-Aktivitat | | Ll Ll
Plasminogen-

Aktivator-Inhibitor 1 1 m

Tabelle 3: Darstellung der Verdnderung ausgewahlter Gerinnungsfaktoren wahrend der

Schwangerschaft. (Tabelle entnommen aus [11])
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Es wird allgemein angenommen, dass eben diese verdnderte Aktivitdt des
Gerinnungssystems auch einen negativen Effekt auf die Implantation ausiben
kann, vor allem bei einer UberschieBenden Gerinnungsaktivierung oder
autoimmunologischen maternalen Erkrankungen wie einem Antiphospholipid-
Syndrom (APS; 57, 62). Die Kklinische und laborchemische Definition des

Antiphospholipid-Syndroms ist in Tabelle 4 dargestellt.

Laborchemische Befunde Klinische Auffalligkeiten

e ...mindestens 3 Friihaborte vor der
10. SSW, bei gleichzeitigem
Ausschluss fetaler bzw. maternaler
anatomischer und hormoneller
Auffélligkeiten sowie
chromosomaler Ursachen beider
Elternteile, oder...

(lgG/IgM) gegen Cardiolipin oder gegen
B2-Glykoprotein oder Vorhandensein des
Lupus anticoagulans, zweimal im Abstand

mittel- bis hochtitrig erhéhte Antikérper o

...eine Fehlgeburt nach der 10.
SSW (inkl. intrauteriner Fruchttod),
bei Ausschluss fetaler
morphologischer Auffalligkeiten,

von mehr als 12 Wochen gemessen, oder

und... e ...mindestens eine Frihgeburt vor

der 34. SSW bei morphologisch
normalem Feten und schwerer,
ansonsten ungeklarter fetaler
Wachstumsrestriktion
(Plazentainsuffizienz),
Praeklampsie oder Eklampsie, oder

e . .arterielle bzw. vendse Thrombose

Tabelle 4: Darstellung der laborchemischen sowie klinischen Definition des Antiphospho-

lipidsyndroms. (Tabelle entnommen aus [11], modifiziert nach [57])

Weiterhin kann eine maternale Hyperkoagulabilitdt aufgrund hereditarer oder
erworbener Gerinnungsstérungen mit diversen Schwangerschaftskomplikationen
sowie mit rezidivierenden frihen und spaten Aborten, intrauterinem Fruchttod,
Praeklampsie, intrauteriner Wachstumsretardierung und vorzeitiger
Plazentalésung assoziiert sein (11, 42, 73). In der Behandlung schwangerer
Patientinnen, welche an einem Antiphospholipidsyndrom und daraus folgenden
rezidivierenden Aborten leiden, gilt die Kombination aus Heparin und ASS als
therapeutischer Goldstandard (11, 49, 62). Die vorherrschende Wirkung von
Heparin in Bezug auf das Gerinnungssystem besteht in der Verstarkung der
(10),
Heparin(en) auf molekularer Ebene mit dem Trophoblast sowie auf deziduale

Veranderungen bekannt (12, 30, 79).

Antithrombinwirkung zudem sind multiple weitere Interaktionen von
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Die Endo-B-D-glucuronidase Heparanase (HPSE) wird durch viele Zellen an der
Zelloberflache, in der Basalmembran und in der Extrazellularmatrix (EZM)
exprimiert, so auch nachgewiesenermafen in der Dezidua und in der Plazenta.
Sie spaltet spezifisch Heparansulfat-Ketten und Heparin und spielt eine
bedeutende Rolle im Rahmen der Zellproliferation, -differenzierung und -migration
sowie der Angiogenese, Regulation der Himostase und Inflammation (23, 61, 59).
Weiterhin spielt die Heparanase eine zentrale Rolle bei der Invasion
verschiedener Zellen. Vor allem bei der Invasion, Angiogenese und
Metastasierung von  Karzinomen (24), z.B. beim Mammakarzinom,
Prostatakarzinom und Malignen Melanom (20, 59) spielt die Heparanase eine
entscheidende Rolle. Die hohe Expression der Heparanase durch Karzinomzellen
ist ein prognostischer Marker und korreliert mit derem Metastasierungspotenzial
(61).

Niedermolekulare Heparine (NMH) leiten sich durch chemische oder
enzymatische Depolarisation von unfraktioniertem Heparin ab (12, 62). Trotz
gemeinsamen  Ursprungs unterscheiden sich  niedermolekulares  und
unfraktioniertes Heparin (UFH) in molekularem Gewicht, Plasmaproteinbindung,
biologischer Halbwertszeit, ihrem Bedarf an Monitoring, welcher flr
unfraktioniertes Heparin héher ist, und in ihren bedeutenden Nebenwirkungen, wie
z.B. Blutung, heparininduzierter Thrombozytopenie und Osteoporose (62, 66). Die
niedermolekularen Heparine sind den unfraktionierten Heparinen in ihrem
Nebenwirkungsprofil deutlich Uberlegen (9). Die verschiedenen NMH sind zwar in
pharmakologischer Hinsicht sehr &hnlich, jedoch nicht identisch, weshalb auch die
gleiche Zahl an Einheiten verschiedener NMH nicht notwendigerweise die gleiche
Gerinnungshemmung nach sich ziehen muss (12). In vitro Daten lassen vermuten,
dass verschiedene Heparine vergleichbare Effekte auf endometriale Stromazellen
durch Modulation der Dezidualisation ausiben kénnten (29). Weder
unfraktioniertes Heparin noch niedermolekulares Heparin passiert die
Plazentaschranke, weshalb keine teratogenen Effekte beflirchtet werden missen
(8). U.a. wird von einigen Autoren die Applikation von Heparin empfohlen, um die
fehlerhafte Implantation unabh&ngig von mutterlicher Thrombophilie zu vermeiden
(12). Wie genau das systemisch applizierte Heparin auf die Implantation bzw.
Plazentation wirkt, ist bislang nicht bekannt. Die Frage, ob appliziertes Heparin in
direkten Kontakt mit der sich einnistenden Blastozyste, also mit dem embryonalen
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Gewebe, tritt oder nur auf die Dezidua selbst, sprich auf maternales Gewebe,
wirkt, ist nicht geklart (12). Die Interaktionen von Heparin mit Enzymen zwecks
Abbau der Extrazellularmatrix (23) sowie aktuelle Forschungsgegenstande
bezlglich Schwangerschaftkomplikationen (52, 59) sind bislang kaum verstanden.
Die Familie der vascular endothelial growth factors (VEGF) ist eine Gruppe
endothelspezifischer Wachstumsfaktoren, welche als zentraler Bestandteil der
Vaskulogenese und Angiogenese eine fihrende Rolle in der GeféaBmodulation
spielt (91). Es existieren verschiedene Isoformen des VEGF und Rezeptor-
Tyrosinkinasen (88), an denen diese wirken (16). Wie bereits erldutert, ist die
Angiogenese ein essentieller Faktor fir die adaquate Implantation und dadurch
auch fir den Erhalt der intakten Schwangerschaft. VEGF st der
hauptverantwortliche Wachstumsfaktor flr die Angiogenese und wird als Antwort
auf einen hypoxischen Reiz synthetisiert, was v.a. durch den hypoxia inducible
factor-1 (HIF-1) reguliert wird (76). Eine groBe Rolle spielt die Hemmung von
VEGF in der Therapie verschiedener Karzinome wie dem Bronchial- und
Prostatakarzinom, in welchen er vermehrt exprimiert wird (6, 76, 82). VEGF-A
steht gemeinsam mit anderen Wachstumsfaktoren im Zentrum der Regulation der
plazentaren GeféBausbildung, Vasodilatation wie auch des vaskularen
Remodelings. Die Regulation erfolgt v.a. Uber die Stimulation der
Endothelzellproliferation und -migration (89). Wie genau der VEGF-A in
fetoplazentarem Endothel seine Wirkung entfaltet, ist bislang noch wenig
verstanden. Jedoch sind sowohl der Trophoblast als auch die Plazentation
abhangig von der Neovaskularisation, und da die Heparanase sowohl in
Trophoblasten als auch in angiogenetischen Plazentagefé3en exprimiert wird, liegt
nahe, dass diese dabei entscheidend Einfluss nehmen koénnte. Die
proangiogenetischen Eigenschaften der Heparanase stehen in Zusammenhang
mit heparansulfatgebundenen Faktoren wie dem VEGF (72), da die Heparanase
die Bildung von VEGF Src (Akronym aus sarcoma und cellular, Tyrosinkinase)-
vermittelt induziert (20). Die Hemmung von VEGF-A in verschiedenen Studien
fihrte wiederum zu Endotheldysfunktion und zu negativen Einflissen auf die
GefaBe (91). Die Ausschaltung von VEGF-Rezeptoren in Mausen flhrte zur
Beeintrachtigung von GefaBwachstum und -entwicklung, was konsekutiv im
Untergang frhen embryonalen Gewebes mindete (89). Mit
Schwangerschaftskomplikationen wie auch u.a. mit der Praeklampsie wurde
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VEGF bereits in Zusammenhang gebracht. So sind der VEGF-A wie auch der
PIGF im Blut schwangerer Patientinnen mit Praeklampsie reduziert, die sFlt-1
jedoch erhoéht (4).
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2. ZIELSETZUNG

Die Heparanase ist eine nahezu auf allen Zellen vorkommende Endo-B-D-
glucuronidase, welche potentiell invasions- und angiogenesesteigernde
Eigenschaften aufweist und Heparansulfat sowie Heparin an spezifischen Stellen
spaltet. In Zusammenhang mit dem noch unbekannten Wirkmechanismus des
plazentationsférdernden Heparins als Prophylaktikum der Praeklampsie stellt sich
die Frage, ob diese Wirkung Uber eine Beeinflussung der Heparanase zustande
kommt. Die naheliegende Schlussfolgerung, dass sowohl die Heparanase als
auch der Angiogenesefaktor VEGF im Rahmen der Implantation und Plazentation
eine bedeutende Rolle spielen, legt die Frage offen, ob zwischen diesen beiden
Faktoren eine Verbindung bzw. Interaktion bestehen kdnnte.

Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob Heparin sowie VEGF einerseits die
Proliferation humaner Chorionkarzinom-Zellen als trophoblastares Modell und
andererseits die Expression der Heparanase in eben diesen Zellen beeinflussen.
So soll die Frage beantwortet werden, ob das in Kombination mit ASS zur
Therapie der schwangerschaftsinduzierten Hypertonien eingesetzte Heparin wie
auch VEGF ihre Wirkung méglicherweise in Zusammenhang mit der Heparanase
entfalten und ob diese Endo-B-D-glucuronidase ein Ansatzpunkt fir weitere
Untersuchungen sein kdnnte, um dem vollstdndigen Verstandnis der auch in
unserer Zeit noch gefahrlichen Gestationshypertonien naher zu kommen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material
3.1.1 Zelllinien
Name Beschreibung Hersteller/Handler

JAR humane Chorionkarzinom-Zelllinie;

DSMZ Nr.: ACC 462

Deutsche Sammlung von

JEG-3 DSMZ Nr.: ACC 463

humane Chorionkarzinom-Zelllinie;

Mikroorganismen und Zellkulturen
(DMSZ), Braunschweig

Humane ovarielle

OVCAR-3 Adenokarzinom-Zelllinie

ATCC, Vertrieb durch LGC
Standards GmbH, Wesel

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien

3.1.2 Testsubstanzen

Substanz Beschreibung Hersteller/Handler
Heparin-Natriumsalz | aus intestinaler Schweinemukosa, . i . S
Grad I-A kulturgetestet =2 180 USP Units/mg Sigma-Aldrich, Steinheim

. Reliatech GmbH,
VEGFgs5 human, rekombinant Wolfenbiittel

Tabelle 6: Testsubstanzen

3.1.3 Zellkulturmedien und Zusatze

Substanz

Hersteller/Handler

Ceftazidimhydrat 1 mg/ml

Sigma Aldrich, Steinheim

DMEM High Glucose 1x
[+] 4,5 g/L D-Glucose
[+] L-Glutamin

[+] 25 mM HEPES

[-] Sodium-Pyruvat

Life Technologies, Gibco® Invitrogen,
Darmstadt

fetales Kélberserum-Mycoplex

Ham’s F12 + L-Glutamin

Penicillin G (10.000 Units/ml)/
Streptomycin (10 mg/ml); 100x

PAA Laboratories GmbH, Colbe

RPMI 1640 + L-Glutamin + 25 mM HEPES

Life Technologies, Gibco® Invitrogen,
Darmstadt

Tabelle 7: Zellkulturmedien und Zusatze

3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Hersteller/Handler

2-Mercaptoethanol

Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen

2-Propanol fur die Molekularbiologie,
Minimum 99%

Sigma-Aldrich, Steinheim

10 % Ammoniumpersulfat (APS)

Bio-Rad, Miinchen

10 % Natriumdodezylsulfat (SDS)

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Accutase

PAA Laboratories GmbH, Coélbe

Acrylamid : Bisacrylamid (37,5 : 1)

Rotiphorese Gel 30, Roth, Karlsruhe

BCA-Protein Assay Kit

Pierce, Thermo Fisher Scientific,
Bonn

Bromphenol Blau

Chloroform zur Analyse

Merck KGaA, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSQ) zur Analyse (z. A.)
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Substanz Hersteller/Handler

Ethanol 2 99,8 % z. A. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Glyzin Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol J.T. Baker, Center Valley, PA U.S.A.

N,N-Dimethylformamid

Merck KGaA, Darmstadt

N,N,N’,N"-Tetramethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Steinheim

B1

Precision Plus Protein Dual color standards,

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Qiazol Lysis Reagent

Qiagen GmbH, Hilden

Réntgen Entwickler Konzentrat

Réntgen Fixierer Konzentrat

Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach

Salzsaure (HCI)

Merck KGaA, Darmstadt

SDS ultra pure, 2 99 % fiir die Elektrophorese

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide,

zoliumbromid]

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tris

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Trypanblau (0,4 %)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypsin-EDTA (1x) UV-bestrahlt

PAA Laboratories GmbH, Coélbe

Wasser: Ultrapure, DNase-, RNase frei

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Tabelle 8: Chemikalien und Reagenzien

3.1.5 Losungen und Puffer

Substanz

Hersteller/Handler/Rezept

4x Probenpuffer pH 6,8,
fir den Western Blot

e 0,125 M TrisCl

4 % SDS

20 % Glyzin

2 % 2-Mercaptoethanol
1 % Bromphenol Blau

6x Probenpuffer (6x Gel loading dye
blue), fur die
Agarose-Gelelektrophorese

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

10-fach Elektrophoresepuffer,
pH 8,3/Laufpuffer

e 0,025 M Tris
e 0,192 M Glycin
e 0,1%SDS

1-fach-Gebrauchslésung: 1:10 mit aqua dest.

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS), steril

Ethidiumbromidlésung

Life Technologies GmbH, Gibco® Invitrogen,
Darmstadt

Mammalian Protein Extraction Buffer

GE Healthcare, Minchen

Milchpulver, blottinggrade

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

MTT-Lésung

e 250 mg Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide, [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetra-zoliumbromid]
geldst in 50 ml DPBS, steril filtriert

MTT-Stopplésung

10 % SDS

50 % N,N-Dimethylformamid

250 ml aqua dest.

Salzsaure (HCI) bis zu einem pH-Wert
von 4,7 zuflgen

Natriumchlorid (NaCl) 2 99,5 % z. A.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

TBE-Puffer

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Substanz

Hersteller/Handler/Rezept

TBS-Waschpuffer

e 100 mM Tris
o 1 M Natriumchlorid (NaCl) = 99,5 %
z. A. in aqua dest.

1xTBS-T-Waschpuffer Gebrauchslésung:
e 1:10 mit aqua dest.
e + 500 pl Tween 20 zur Synthese

TE-Puffer, pH 7,5

Qiagen GmbH, Hilden

Transferpuffer, pH 8,3

e 25 mM Tris
e 192 mM Glyzin
e 20 % Methanol

Tween-20

Merck KGaA, Darmstadt

Tabelle 9: Lésungen und Puffer

3.1.6 cDNA-Herstellung

Substanz

Hersteller/Handler

dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphat) Mix,
10 mM, alle vier Basen

Fermentas, Vertrieb durch Fisher
Scientific GmbH, Schwerte

Random Primer, 300 ug (3 ug/ul)

SuperScript Il, reverse Transkriptase

Life Technologies GmbH, Darmstadt

0,1 M DTT 500 pl

10.000 U (200 U/ml), 5x First Strand Buffer,

Tabelle 10: cDNA-Herstellung

3.1.7 Enzyme und Kits fir die quantitative Real-Time-PCR

Substanz

Hersteller/Handler

g-PCR Super Mix UDG

Master Mix = Platinum® SYBR® Green,

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Tabelle 11: Enzyme und Kits fir die quantitative Real-Time-PCR

3.1.8 Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz

Heparanase (HPSE)

HPSE1-for 5-TCC TGC GTA CCT GAG GTT TG-3'
HPSE1-rev 5-CAA CCG TAACTT CTC CTC CAC-3
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-

Transferase (HPRT)

HPRT1 449 for

5-TCA GGC AGT ATA ATC CAAAGATGG T-3

HPRT1 532 rev

5-AGT CTG GCT TAT ATC CAACACTTC G-3

Succinat-Dehydrogenase
(SDHA)

SDHA 114 for

5-TGG GAA CAA GAG GGC ATC TG-3

SDHA 119 rev

5-CCA CCA CTG CAT CAA ATT CAT G-3°

Tabelle 12: Oligonukleotide: Metabion international AG, Martinsried
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3.1.9 Antikorper

Substanz Hersteller/Handler
Heparanase-1 (HPA1) Antikdrper, Klon HP3/17, Labgen™, Vertrieb durch Acris
monoklonal, anti-human Antibodies GmbH, Herford

Polyklonaler Ak aus dem Schaf gegen Maus-IgG
(ECL™), HRP (Horseradish Peroxidase)-konjugiert GE Healthcare, Minchen

Tabelle 13: Antikérper

3.1.10 Verschiedenes

Substanz Hersteller/Handler

. Life Technologies GmbH,
Agarose, electrophoresis grade Darmstadt
Filterpapier: Whatman™ Gel-Blotting-Papier GE Healthcare, Miinchen
Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP MerckMillipore, Merck KGaA,
Substrat Darmstadt

Low molecular weight marker
(Molekulargewichts-Marker)
Nitrozellulosemembran: Whatman™ Protran®
Nitrozellulose Transfer-Membran

Réntgenfilm: Amersham Hyperfilm™ ECL, High
Performance Chemiluminescence Film
Schutzfolie: Overhead Kopierfolie Soennecken eG, Overath

Tabelle 14: Verschiedenes

NEB, Frankfurt am Main

GE Healthcare, Miinchen

3.1.11 Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller/Handler

96-well Multiply®-PCR-Plate
Gewebekulturflaschen mit Filter; T75,
T175 Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Gewebekulturplatten; 6-well, 96-well
Klebefolie, optisch klar

Multipettenaufsatz: Combitips® 12,5 ml Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Karl Hecht GmbH & Co KG "Assistent",

Pasteurpipetten

Sondheim/Rhén

PCR-Tube: Multiply®-uStrip Pro 4er Kette | Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Pipetten; 5, 10, 25 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Pipettenspitzen 10 pl nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Pipettenspitzen 100, 1.000 pl Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Rohrchen, steril; 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Safe-lock Tubes; 1,5 ml, 2 ml Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien

3.1.12 Gerate
Gerat Hersteller/Handler
Absaugpumpe KNF Neuberger GmbH, Freiburg
BioPhotometer Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

cDNA-Maschine: Biometra Thermocycler Biometra GmbH, Géttingen
TPersonal 48

CO,-Inkubator, Binder CB 150 Binder GmbH, Tuttlingen
Elektrophorese Stromgeber-EPS 200 Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
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Gerat

Hersteller/Handler

Elektrophorese-System (Western Blot):
Mini-Protean® Tetra System

Elektrophorese-System (Agarose-
Gelelektrophorese): Mini-Sub® Cell GT
Elektrophorese-Kammer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlinchen

Feinwaage Scaltec SBC 21

Scaltec Instruments, Heiligenstadt

Flockeneisbereiter Icematic F80C

Icematic Deutschland, Meerbusch

Geldokumentationssystem

Phase GmbH, Libeck

Blottingapparatur: Hoefer SemiPhor semi-
dry transfer unit

Hoefer, Inc., Holliston, Massachusetts,
USA

Hypoxie-Kammer THC08 124

Toepffer Lab Systems, Géppingen

Kihlzentrifuge Sigma 2K15

Sigma, Osterode am Harz

Mikroplatten-Photometer MRX Multiplate-
Reader

Dynatech Laboratories, Burlington, USA

Mikroplattenschuittler Titramax 100

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach

Mikrowelle

Sharp Electronics GmbH, Hamburg

Mikroskop Axiovert 135M

Carl Zeiss, Géttingen

Mikrozentrifuge MC6

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Mikrozentrifuge Rotilabo®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Multipette® plus

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Neubauer Zdhlkammer: Neubauer
Improved, 0,0025 m3/0,1mm

Karl Hecht GmbH & Co KG "Assistent",
Sondheim/Rhén

Orbitalschittler Shaker S4

Elmi Lab. Equipment, Riga, Lettland

Pipetten 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-
1.000 pl; Variable Einkanalpipetten
Eppendorf Research®

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Pipettierhilfe accu-jet®

Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Realtime-PCR-Maschine: DNA-Engine-
Opticon 2

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Scanner: Scan Maker X12USL

Microtek, Hsinchu, Taiwan

Sicherheitswerkbank NUAIRE NU440-400E

Integra Biosciences, Fernwald

Stromgeber PowerPac 200

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen

Thermomixer

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Transferpette®-8, 50-200 pl

Brand GmbH + Co KG, Wertheim

e UV-Transilluminator Tl 1
o Kamera
e Lichtdichter Trichter

e Biometra GmbH, Géttingen
o Canon Power Shot A520
¢ Medizintechnik, UKSH, Libeck

Vortex-Schittler Assistent Reamix 2789

Karl Hecht GmbH & Co KG "Assistent",
Sondheim/Rhén

Wasserbad GFL1083

GFL, GroBburgwedel

Zentrifuge: Biofuge® fresco

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Zentrifuge Universal 32

Hettich, Tuttlingen

Tabelle 16: Geréte
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3.2 METHODEN

3.2.1 Zellkultur

Die Chorionkarzinom-Zellen JEG-3 (DSMZ, Braunschweig) und JAR (DSMZ,
Braunschweig) wurden in Gewebekulturflaschen (T75, T175, mit Filter; Sarstedt
AG & Co., Nimbrecht) im COs-Inkubator (Binder CB 150, Binder GmbH,
Tuttlingen) in einer wassergesattigten Atmosphéare von Raumluft und 5 % CO, bei
37 °C kultiviert. Nach Empfehlung des DMSZ (Braunschweig) wurde far die JEG-
3-Zellen das Medium Ham’s F12 mit L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Célbe)
und fir die JAR-Zellen das Medium RPMI 1640 mit L-Glutamin und 25 mM
HEPES (Gibco® Invitrogen, Darmstadt) verwendet. Dem Medium wurden 10 %
fotales Kalberserum (FKS; PAA Laboratories GmbH, Cdélbe), 1%
Penicillin/Streptomycin  (10.000 Units/ml / 10 mg/ml; PAA Laboratories GmbH,
Coélbe) und unmittelbar vor Verwendung 1 % Ceftazidim-Lésung (1 mg/ml; Sigma-
Aldrich, Steinheim) zugefligt. Die zuvor bei -80 °C gelagerten Zellen wurden
jeweils schnell im Wasserbad erwarmt, mit dem prainkubierten, Zusatze
enthaltenden Medium gemischt und im CO,-Inkubator kultiviert. Subkonfluent
gewachsene Zellkulturen wurden fir Versuche oder zur weiteren Kultivierung mit
5 ml Trypsin-EDTA (PAA Laboratories GmbH, Célbe) ca. 10 min im CO,-Inkubator
inkubiert. Dann wurde die Trypsinaktivitdt mit 2 Vol. FKS-haltigem Medium
gestoppt und die Zellen fir 6 min bei 350 x g zentrifugiert (Zentrifuge Universal 32,
Hettich, Tuttlingen). Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette (Karl Hecht
GmbH & Co KG "Assistent", Sondheim/Rhén) vorsichtig abgesogen, die JEG-3-
Zellen in einer kleinen Menge Medium mit einer Pasteurpipette resuspendiert und
dann in 5ml Medium aufgenommen. Zur besseren Vereinzelung der stark
adharenten JAR-Zellen wurden die Zellpellets mit 0,5ml Accutase (PAA
Laboratories GmbH, Cdlbe) resuspendiert. Ein Drittel der Zellsuspension wurde in
einer T75-Gewebekulturflasche weiter kultiviert und der Rest fir Versuche

verwendet.

3.2.2 Zahlen der Zellen

Die resuspendierten Zellen wurden unter Verwendung einer Neubauer-
Zahlkammer (Karl Hecht GmbH & Co KG "Assistent", Sondheim/Rhdn) unter dem
Mikroskop (Axiovert 135M, Carl Zeiss, Goéttingen) gezahlt. Um die vitalen von den

28
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bereits abgestorbenen Zellen unterscheiden zu kénnen, wurden 25 pul der
Zellsuspension mit 25 ul Trypanblau (0,4 %; Sigma-Aldrich, Steinheim), ein
Farbstoff der ausschlieBlich von vitalen Zellen aufgenommen wird, vermischt.
4x16 quadratische Felder wurden ausgezahlt und das arithmetische Mittel
berechnet. Um die Zellkonzentration pro ml (Milliliter) zu bestimmen wurde
folgende Formel angewendet:

Zellkonzentration/ml = arithmetisches Mittel x 10.000 x 2

Die im Roéhrchen verbliebene Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur in
Bewegung gehalten (Orbitalschittler Shaker S4, ELMI Lab. Equipment, Riga,
Lettland), um die Bildung von Zellaggregaten zu verhindern. Die Zellen wurden auf

die gewlnschte Konzentration verdinnt.

3.2.3 Wachstumsversuche mit der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 unter
Einfluss von Heparin und VEGFis und unter hypoxischen und
atmospharischen Bedingungen

Far Wachstumsversuche wurden 3.000 Zellen pro well auf 96-well-
Gewebekulturplatten (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) ausgesat. Nach 24 h
Inkubation wurde das Medium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und mit einer
Multipette® (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) durch FKS-freies Medium ersetzt.
Durch den FKS-Entzug sollten die Zellen in eine Mangelsituation gebracht werden,
in der die Testsubstanzen einen starkeren Einfluss haben sollen. Nach 1 h im
COy-Inkubator wurden die Zellen mit Heparin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
behandelt. Die Wachstumsversuche wurden mit 1 % und 3,3 % FKS durchgefihrt,
um die optimale Konzentration fur den Effekt der Testsubstanzen zu ermitteln. Pro
FKS-Konzentration wurden je zwei 96-well-Platten inkubiert, eine unter
atmospharischen und eine unter hypoxischen (O,-Gehalt=2 %, CO,-Gehalt
=5 %; Hypoxie-Kammer THCO08 124, Toepffer Lab Systems, Go&ppingen)
Bedingungen. Das Heparin wurde in Medium mit entsprechender FKS-
Konzentration gelést und in 10er-Reihen verdinnt. Die Aufbringung auf die 96-
well-Platten ist in Tabelle 16 dargestellt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 [ 12

Co 10,01 | 0,1
Co 0,01 | 0,1
Co 0,01 | 0,1
Co 10,01 |01
Co 0,01 |01
Co 10,01 | 0,1

10 100 | 1.000 | Co | M-C
10 100 | 1.000 [Co | M-C
10 100 |1.000 | Co
10 100 | 1.000 | Co
10 100 | 1.000 | Co
10 100 | 1.000 | Co

—_— | | [ —

IOMMmMOoOOoO w>

Tabelle 17: Behandlungsschema der Wachstumsversuche der Chorionkarzinom-Zelllinien JEG-3
und JAR unter Heparin-Einfluss. Co = Kontrolle, M-C = MTT-Kontrolle, Heparin-Konzentrationen
in U/ml

Es wurden drei unabhé&ngige Ansatze mit jeweils zwdlf Kulturen der Kontrolle und
jeweils sechs Kulturen der Proben angesetzt. Nach einer Behandlungsdauer von
24, 48 und 72 h wurde ein MTT-Test durchgefthrt. Mit diesem Test wird die
Menge vitaler Zellen bestimmt. Das MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; Sigma-Aldrich, Stein-
heim) wird von vitalen Zellen in blau-violettes, wasserunlésliches Formazan
umgesetzt. Das Behandlungsmedium wurde von den Platten gekippt und die
verbliebene Flussigkeit durch Tupfen der Platten auf Zellstoff entfernt. Danach
wurden die Zellen unter Verwendung einer Mehrkanalpipette (Transferpette®-8,
50-200 pl, Brand GmbH + Co KG, Wertheim) mit 100 pul, 1:10 mit DMEM (Life
Technologies GmbH, Gibco Invitrogen®, Darmstadt) verdinnter MTT-Lésung (250
mg Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide gelést in 50 ml DPBS, Life Technologies
GmbH, Gibco Invitrogen®, Darmstadt), tGberschichtet. Nach 4 h im CO,-Inkubator
wurden mit der Mehrkanalpipette 100 pl MTT-Stopplésung (10 % SDS [Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe], 50 % N,N-Dimethylformamid [Merck KGaA,
Darmstadt], 250 ml aqua dest., Salzsaure [HCI; Merck KGaA, Darmstadt] bis zu
einem pH-Wert von 4,7) hinzupipettiert, um die Reaktion zu stoppen und das
wasserunldsliche Formazan Uber Nacht zu 16sen. Nach 12 h unter Lichtabschluss
wurden die Platten fir 10 s auf dem Mikroplattenschattler (Titramax 100, Heidolph
Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach) gerittelt und die Absorption mit einem
Mikroplatten-Photometer (MRX Multiplate-Reader, Dynatech Laboratories,
Burlington, USA) mit einem Testfilter von 560 nm und einem ReferenZzfilter von
650 nm gemessen. Da die Menge des umgesetzten Farbstoffs der Glykolyserate
der Zellen entspricht, ist die photometrisch gemessene Absorption proportional zur

Proliferation der Zellen. Die Wachstumsversuche der Chorionkarzinom-Zelllinie
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JEG-3 wurden auBerdem unter dem Einfluss von VEGFs5 (Reliatech GmbH,
Wolfenbdittel) durchgefihrt. Der Versuchsablauf entsprach hierbei dem der
Heparin-Versuche. Der VEGFigs5 wurde entsprechend der Empfehlung des
Herstellers in DPBS mit 0,1 % FKS gelést, um eine Stammlésung mit einer
Konzentration von 50 pg/ml herzustellen. Die Stammlésung wurde zu
Endkonzentrationen von 1, 10 und 100 ng/ml mit Medium verdinnt. Eine fehlende
Zugabe von VEGF 5 diente als Negativkontrolle. Das Medium (1 % FKS) auf den
Platten wurde gegen 100 pl VEGFies-haltiges Medium (1 %, 3,3 % FKS)
ausgetauscht. Die Aufbringung auf die 96-well-Platten ist in Tabelle 17 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12

A

B Co 1 1 10 10 100 | 100 | Co M-C

Cc Co 1 1 10 10 100 | 100 | Co M-C

D Co 1 1 10 10 100 | 100 | Co

E Co 1 1 10 10 100 | 100 | Co

F Co 1 1 10 10 100 | 100 | Co

G Co 1 1 10 10 100 | 100 | Co

H

Tabelle 18: Behandlungsschema des Wachstumsversuchs der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3
unter VEGF45-Einfluss. Co = Kontrolle, M-C = MTT-Kontrolle, VEGF¢5-Konzentrationen in ng/ml.

Es wurden jeweils drei unabhangige Anséatze mit jeweils zwélf Kulturen der
Kontrolle und der Proben angesetzt. Nach einer Behandlungsdauer von 24 und
48 h erfolgte der MTT-Test. Der Ablauf erfolgte identisch zu denen der Heparin-
Versuchsreihe.

3.2.4 Wachstumsversuche mit der Chorionkarzinom-Zelllinie JAR unter
Heparin-Einfluss sowie unter hypoxischen und atmosphéarischen
Bedingungen

Es wurden sowohl 3.000 als auch 6.000 Zellen pro well auf 96-well-Platten
ausgesat, um die optimale Zelldichte zu bestimmen, bei der eine Veranderung der
Proliferation zur Kontrolle deutlich abgrenzbar ist. Nach 24 h im CO.-Inkubator
wurden die Zellen mit Heparin behandelt. Das in Medium geléste Heparin wurde in
Zehnerreihen verdinnt und entsprechend dem Plattenschema der JEG-3-
Versuchsreihe mit Heparin, dargestellt in Tabelle 16, aufgetragen. Die FKS-
Konzentration betrug zu jeder Zeit 10 %, da eine Reduktion der FKS-

Konzentration in Vorversuchen von den Zellen nicht toleriert wurde. Es wurden
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drei unabhangige Ansatze angesetzt. In dem ersten Ansatz wurde zur
Bestimmung der optimalen Zelldichte die doppelte Plattenanzahl mit jeweils zwolf
Kulturen der Kontrolle und sechs Kulturen der Proben bestickt. In den zwei
folgenden Ansatzen wurden jeweils zwolf Kulturen der Kontrolle und jeweils sechs
Kulturen der Proben angesetzt. Je eine Platte inkubierte fir 72 h unter
atmospharischen und eine unter hypoxischen Bedingungen. Nach 72h
Behandlung erfolgte der MTT-Test analog zu der Durchfihrung der
Wachstumsversuche mit der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3.

3.2.5 Expression der Heparanase-mRNA in Chorionkarzinom-Zelllinien unter
atmospharischen und hypoxischen Bedingungen sowie unter Einfluss von
Heparin und VEGF 5

Die Expression der Heparanase-mRNA und ihre Regulation durch Heparin bzw.
VEGF 65 wurden mittels der quantitativen Real-Time-PCR (g-PCR) untersucht.

Die Schritte vor der Behandlung sowie das Ldsen der Testsubstanzen
entsprechen denen der Wachstumsuntersuchungen. Jedoch  wurden
Gewebekulturplatten mit 6-wells (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) verwendet und
600.000 JEG-3-Zellen bzw. 300.000 JAR-Zellen pro well ausgesat. Samtliche
Behandlungen erfolgten jeweils unter atmospharischen und hypoxischen
Bedingungen.

Die Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 wurde fir 3 h mit Heparin bzw. VEGFgs,
jeweils mit FKS-Konzentrationen des Mediums von 1 % und 3,3 % behandelt. 24 h
nachdem die Zellen ausgesat wurden, wurde das Medium auf den Platten mit
einem FKS-Gehalt von 10 % gegen testsubstanzenthaltendes Medium, mit
entsprechend reduziertem FKS-Gehalt ausgetauscht. Die untersuchte Heparin-
Konzentration betrug 0,1 U/ml Heparin, da bei dieser Konzentration die h6chste
Proliferation in den Wachstumsversuchen zu verzeichnen war. Eine fehlende
Zugabe von Heparin diente als Negativkontrolle. In die Ergebnisse dieser Arbeit
flieBen die Werte eines Ansatzes mit jeweils einer Kultur von Kontrolle und Proben
exemplarisch ein, die in der g-PCR jeweils doppelt bestimmt wurden.

Die Expression der Heparanase mRNA wurde unter dem Einfluss von 1 ng/ml,
10 ng/ml und 100 ng/ml VEGF g5 untersucht. Eine fehlende Zugabe von VEGFes
diente als Negativkontrolle. Flir den Ansatz mit 3,3 % FKS flieBen drei, mit 1 %
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FKS zwei Ansatze mit jeweils einer Kultur fir Kontrolle und Proben in die
Ergebnisse dieser Arbeit ein, die in der g-PCR jeweils doppelt bestimmt wurden.
Die Heparanase-Expression der JAR-Zellen wurde bei vollstandigem FKS-Entzug
untersucht. Die Zellen wurden fir 24 h mit 10 U/ml und 100 U/ml Heparin
behandelt, nachdem ca. zwei Stunden zuvor das FKS vollstdndig entzogen wurde.
Die Behandlung erfolgte in zwei unabhangigen Anséatzen, mit jeweils zwei Kulturen
fir Kontrollen und Proben, die jeweils in Doppelbestimmung in der g-PCR
untersucht wurden. Die Konzentrationen wurden beispielhaft als mittlere
Konzentrationen der Wachstumsversuche gewahlt. Im Anschluss an die
Behandlung wurde die RNA isoliert.

3.2.6 RNA-Isolierung

Die RNA wurde mit der Qiazol-Methode unter einem Abzug isoliert. Es wurden
ausschlieBlich Pipettenspitzen mit Filter verwendet, um eine Kontamination der
RNA mit RNasen zu vermeiden. Das Medium wurde von den 6-well-
Gewebekulturplatten abgekippt, 1 ml Qiazol Lysis Reagent (Qiagen GmbH,
Hilden) hinzupipettiert und kraftig geschattelt, um die Zellen zu lysieren. Das
hierzu verwendete Trizol erhalt die Integritdt der RNA, wahrend es die Zellen
lysiert und Zellkomponenten auflést. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das die lysierten Zellen enthaltende Trizol in 2 ml Safe-lock Tubes
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) Gberfuhrt und 200 pl Chloroform (Merck KGaA,
Darmstadt) hinzupipettiert. Die ReaktionsgeféaBe wurden 15s stark per Hand
geschittelt. Nach 2 - 3 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen bei 4 °C und
12.000 x g fur 15 min zentrifugiert (Kihlzentrifuge Sigma 2K15, Sigma, Osterode
am Harz). Dies fUhrte zu einer Trennung der wassrigen RNA-enthaltenden Phase
von einer organischen roten Phenol-Chloroform Phase. Die zwischen wassriger
und organischer Phase liegende Interphase enthalt die chromosomale DNA
(cDNA). Die wassrige Phase wurde in neue 2 ml-Safe-lock Tubes Uberfiihrt, nach
Zugabe von 500 pl Isopropylalkohol (Sigma-Aldrich, Steinheim) gevortext (Vortex-
Schuttler Assistent Reamix 2789, Karl Hecht GmbH & Co KG "Assistent",
Sondheim/Rhdn) und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden
die Reaktionsgefal3e bei 4 °C und 12.000 x g 10 min zentrifugiert, um die RNA zu
prazipitieren. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet mit 1 ml 75 %-igem
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Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) gewaschen und bei 4 °C und
7.500 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgenommen
und das Pellet an der Luft getrocknet. Die RNA wurde in 30 ul Wasser (Ultrapure,
DNase-, RNase frei; Life Technologies GmbH, Darmstadt) resuspendiert und flir
10 min bei 55 °C inkubiert (Thermomixer, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf).

Die Konzentration der isolierten RNA wurde photometrisch bestimmt. Da
Nukleinsauren ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm haben, wurde die Absorption
der RNA bei dieser Wellenlange (A260) gemessen. Eine Absorption von 1 ist
hierbei gleichbedeutend mit einer RNA-Konzentration von 44 ug/ml. Die isolierte
RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.7 cDNA-Synthese

Das Auftauen der Substanzen sowie samtliche Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Es
wurden ausschlieBlich Pipetten mit Filterspitzen verwendet, um eine
Verunreinigung mit RNasen und DNasen zu vermeiden. 1 ug RNA wurde mit 1 pl
der reversen Transcriptase SuperScript Il (10.000 U [200 U/MI]; Life Technologies
GmbH, Darmstadt) und Randomprimern revers transkribiert.

In ein nukleasefreies 0,5 ml ReaktionsgefaB (PCR-Tube: Multiply®-uStrip Pro 4er
Kette; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) wurden die in Tabelle 18 aufgeflihrten
Substanzen pipettiert, zentrifugiert (Mikrozentrifuge MC6, Sarstedt AG & Co.,
NUmbrecht) und im Biometra Thermocycler TPersonal 48 (Biometra GmbH,
Géttingen) bei 65 °C flir 5 min inkubiert, um die Sekundarstrukturen der RNA
aufzulésen. AnschlieBend wurden die ReaktionsgeféaBe auf 4 °C abgekuihlt und
sofort auf Eis gestellt. Es erfolgte die Zugabe von 6 pl einer zuvor hergestellten
Mischung aus 4 pl 5x First Strand Buffer (Life Technologies GmbH, Darmstadt)
und 2ul 0,1 MDTT (Life Technologies GmbH, Darmstadt) in jedes
ReaktionsgefaB3. Das 0,1 M DTT wurde, bevor es hinzugefligt wurde, sorgfaltig
gevortext, um Préazipitate zu lI6sen. Der Ansatz wurde bei 25 °C flir 2 min inkubiert
um die Primerhybridisierung zu ermdglichen. AnschlieBend wurde 1 pl der
reversen Transkriptase SuperScript Il in jedes Reaktionsgefa3 gegeben. Die
ReaktionsgefalBe durchliefen nacheinander 10 min bei 25 °C, 50 min bei 42 °C
und 15 min bei 70 °C. Die cDNA wurde auf 4 °C abgekihlt und bei -20 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

34



3. MATERIAL UND METHODEN

Substanz Hersteller / Handler Menge
Random Primer, 300 ug (3ug/ul),
verdinnt 1 ug/u

dNTP (Desoxyribonukleosidtri-

Life Technologies GmbH, Darmstadt | 1 pl

Fermentas, Vertrieb durch Fisher

ggzzahat) Mix, 10 mM, alle vier Scientific GmbH, Schwerte Tl
1 ug Gesamt-RNA x ul
Ultrapure, DNase-, RNase-frei Life Technologies GmbH, Darmstadt | auf 12 pl

Tabelle 19: Mix zur Aufldsung der RNA-Sekundérstrukturen

3.2.8 Quantitative Real-Time-PCR

Bei der quantitativen Real-Time-PCR erfolgt die Quantifizierung wéahrend der
exponentiellen Phase der Amplifikation mithilfe von Fluoreszenzmessungen des
an die doppelstrangige DNA gebundenen DNA-Farbstoffes SYBR-Green | nach
jedem Syntheseschritt. Hierfir wurde der Platinum® SYBR® Green g-PCR
SuperMix-UDG (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Fir die Amplifikation der RNA
wurden spezifische Oligonukleotide fir das HPSE-Gen (GenBank accession-no.
NM_006665; metabion international AG, Martinsried) entworfen. Als Referenz-
Gene wurden HPRT1 (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase, Metabion
international AG, Martinsried) und SDHA (Succinat-Dehydrogenase, Metabion
international AG, Martinsried) eingesetzt.

Die cDNA sowie samtliche Substanzen wurden auf Eis aufgetaut und
ausschlieBlich unter Verwendung von Filterspitzen pipettiert. 2 ul cDNA, bzw. zur
Kontrolle 2 ul Wasser (Ultrapure, DNase-, RNase-frei; Life Technologies GmbH,
Darmstadt), wurden in die wells einer 96-well-PCR-Platte (96-well Multiply®-PCR-
Plate; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) vorgelegt. Aus den in Tabelle 22
aufgeflhrten Substanzen wurde ein Supermix hergestellt und 23 pl hiervon in
jedes well nachgelegt.

Substanz Hersteller / Handler Menge/well
gf;éif XI;CERPE:ISSSPI\;?XSJESCFD Life Technologies GmbH, Darmstadt 12,5 ul
Oligonukleotidmix (forward +
reverse) jeweils 10 mM flr
HSPE, HPRT1, SDHA
Ultrapure, DNase- und RNase-
frei

metabion international AG, 1 ul
Martinsried H

Life Technologies GmbH, Darmstadt | 9,5 pl

Tabelle 20: Zusammensetzung des Supermixes fir die g-PCR

Die Platte wurde mit einer Klebefolie (optisch klar; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht)

verschlossen und bei 1.000 x g fir 1 min zentrifugiert (Zentrifuge Universal 32,
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Hettich, Tuttlingen), um alle Flissigkeiten am Boden zu konzentrieren. Die g-PCR
wurde nach dem Protokoll in Tabelle 23 im DNA Engine Opticon 2 (Biozym,
Oldendorf) durchgeftihrt.

1.) 50 °C, 2 min Aktivierung der Polymerase

2.) 95 °C, 2 min Aufschmelzen der cDNA Uberstrukturen
3.)95°C, 15s Denaturierung

4.)60°C, 30s Primerhybridisierung und Elongation

5.) Messung des Fluoreszenssignals

6.) 44 Zyklen 3.)-5.)

j7e.\)/vgﬁiggr Mgesssgnlg 0,3 °C Schritten mit Schmelzkurvenanalyse

Tabelle 21: Protokoll der quantitativen Real-Time-PCR

3.2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Um die Spezifitdt der g-PCR zu Uberprifen, wurde das PCR-Produkt in der
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Auf ein 1,5 %iges Agarosegel wurden ein
Probenmix und ein Molekulargewichts-Marker (Low Molecular Weight Marker,
NEB, Frankfurt am Main) aufgetragen. Der Probenmix bestand aus 10 pul DNA des
PCR-Produkts und 2 pl 6x Probenpuffer (6x Gel loading dye blue, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main). Die fir 1 h 20 min angelegte Spannung
entsprach 100 V (Stromgeber PowerPac 300). Die Banden wurden auf UV-
Transilluminator TI1 (Biometra GmbH, Goéttingen) dargestellt und mit dem

Geldokumentationssystem (Phase GmbH, Libeck) fotografiert.

3.2.10 Proteinisolierung

Zur Extraktion der Proteine wurden JEG-3-, JAR-, und OVCAR-3-Zellen trypsiniert
und in 15 ml Probenréhrchen fir 6 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 1,5 ml DPBS resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefai Gberfihrt und
mit 1,5 ml DPBS gewaschen. Das Pellet wurde mit Mammalian Protein Extraction
Buffer (GE Healthcare, Minchen) entsprechend Protokoll resuspendiert. Um eine
komplette Lyse der Zellen zu erreichen, wurden die Zellen fir 30 min bei -20 °C
eingefroren und dann wieder aufgetaut. Das Lysat wurde far 15 min auf Eis
inkubiert und in Abstadnden von 5 min gevortext (Assistent Reamix 2789, Hecht-
Assistent, Sondheim), bevor es bei 4 °C flr 30 min bei 15.400 x g zentrifugiert
wurde, um grobe Zellreste von den gelésten Proteinen zu separieren. Der klare
Proteintberstand wurde fiir die weiteren Untersuchungen bei -80 °C asserviert.
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Um die Konzentration der extrahierten Proteine zu bestimmen, wurde das BCA
Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn) verwendet. 200 pl von
einem Mix aus Reagenz A und Reagenz B im Verhéltnis 50:1 wurden mit 10 pl
jeder Probe und den Proteinlésungen der Standardreihe in Doppelbestimmung auf
einer 96-well-Platte gemischt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Mit dem MRX
Multiplate-Reader wurde die Extinktion bei 562 nm gemessen. Mit der GraphPad
Prism 5 Software (GraphPad, La Jolla, USA) wurde eine Standardkurve errechnet
und anhand dieser die Konzentrationen der Proben-Extinktionen in pg/ml
bestimmt. 20 pg des Proteins wurden in 15 ul Wasser und 4x Probenpuffer
(0.125 M TrisCl, 4 % SDS, 20 % Glyzerol, 2 % 2-Mercaptoethanol, pH 6,8 und 1 %

Bromphenol Blau) verdiinnt. Das Protein wurde 5 min bei 95 °C denaturiert.

3.2.11 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Darstellung spezifischer Proteine und
wurde angewendet, um die Heparanase in den Chorionkarzinom-Zellen JEG-3
und JAR nachzuweisen.

Ein 12,5 %iges SDS-Polyacrylamid-Trenngel sowie ein 4 %iges SDS-
Polyacrylamid-Sammelgel wurden nach Tabelle 25 hergestellt.

Trenngel, 12,5 % | Sammelgel, 4 % | Substanzen Hersteller/Handler
Acrylamid : Rotiphorese Gel 30,
4.165 pl 2233 Bise)llcrylamid 37,5: 1 Rothl), Karlsruhe
1,5M, pH 8,8 0,5 M, pH 6,8, TrisCl Tris, Carl Roth GmbH
2.500 pl 416,6 pl + Co. KG, Karlsruhe
10 % Serva
100 pl 16,6 Natriumdodezylsulfat Electrophoresis,
(SDS) Heidelberg
10 %
125 pl 33,3 pl Ammoniumpersulfat Bio-Rad, Miinchen
(APS)
N,N,N‘,N*- . .
VI I Sigma-Aldrich,
22,5 ul 3,3 pl '(I'_lgaltzrl\e;lggt)hylendlamld Steinheim
3.155 ul 1.000 pl aqua dest.

Tabelle 22: Zusammensetzung des 12,5 %igen SDS-Polyacrylamid-Trenngels sowie des 4 %igen

SDS-Polyacrylamid-Sammelgels

15 pl der Proteinlésung bzw. 7 ul des Markers Precision Plus Protein Dual Color
Standard B1 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) wurden auf das Gel
aufgetragen und bei 100 V aufgetrennt. Als Positivkontrolle wurde die ovarielle

Adenokarzinom-Zelllinie OVCAR-3 (ATCC, Vertrieb durch LGC Standards GmbH,
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Wesel) verwendet. Die Proteine wurden horizontal bei 10 V und 35 mA fir 1 h mit
der Blottingapparatur (Hoefer SemiPhor semi-dry transfer unit, Hoefer, Inc.,
Holliston, Massachusetts, USA; Stromgeber: Electrophoresis Power Supply — EPS
200, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) auf eine Nitrozellulosemembran
(GE Healthcare, Minchen) geblottet.

Zur Immundetektion wurde der Blot 1 h in Block-Puffer (5 % Milchpulver [Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe] gelést in TBS-Waschpuffer [100 mM Tris, 1 M NaCl
mit 0,1 % Tween 20; Merck KGaA, Darmstadt) bei Raumtemperatur geblockt.
Danach wurde der Blot mit dem monoklonalen Antikdrper gegen Heparanase
(Heparanase-1 [HPA1] Antikérper, Klon HP3/17, monoklonal, anti-human;
Labgen™, Vertrieb durch Acris Antibodies GmbH, Herford) in einer Verdliinnung
von 1:4.000 mit handelstblicher Kuhmilch Uber Nacht bei 4 °C unter Schitteln
inkubiert. Die Nitrozellulosemembran wurde dreimal fir 5 min in TBS-Waschpuffer
gewaschen. Dann wurde der Blot mit dem Sekundarantikdrper (Schaf gegen
Maus-lgG, HRP-konjugiert; GE Healthcare, Mlnchen) in einer Verdinnung von
1:4.000 mit handelstblicher Kuhmilch fir 1 h bei Raumtemperatur geschuttelt.
Danach wurde der Blot dreimal mit TBS-Waschpuffer fir 15 min gewaschen. Zur
ECL (enhanced chemiluminescence)-Detektion wurde das Immobilon™-Western-
Chemiluminescent-HRP-Substrate (Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt)
verwendet. Mit dem Blot wurde in einer Dunkelkammer ein Rdntgenfilm
(Amersham Hyperfiim™ ECL, High Performance Chemiluminescence Film, GE
Healthcare, Mlnchen) belichtet und entwickelt. Die Filme wurden eingescannt
(Scanner: Scan Maker X12USL, Microtek, Hsinchu, Taiwan) und die Banden des
Markers auf den Film Ubertragen.

3.2.12 Statistik

Die statistische Auswertung des Wachstums nach unterschiedlichen
Behandlungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe erfolgte mit der
Computersoftware GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, USA) mittels
einfaktorieller ANOVA-Varianzanalyse und dem Dunnett’s Post-hoc-Test. Als
Signifikanzniveau wurde a = 0,05 festgelegt. AusreiBer wurden mit einem Outlier
calculator (GraphPad, La Jolla, USA), welcher den Grubb’s Test verwendet,

bestimmt und aus der Statistik ausgeschlossen.
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Die statistische Auswertung der g-PCR erfolgte mit der REST-MCS beta Software,
Version 2 (August 2006; REST.gene-quantification.info; 30.09.2013).

Die Anderung der Expression des Zielgens (HPSE) in Bezug zur unbehandelten
Probe normalisiert mit dem Housekeeping-Gen bzw., wie in diesem Fall, mit zwei
Housekeeping-Genen (HPRT1, SDHA) wird als relative Expression (R)
bezeichnet. Diese wurde anhand der AACt-Methode berechnet:

ACt = CtZieIgen - CtHousekeeping-Gen

AACt = ACJ[Probe a— ACt Probe b

A = Differenz

Ct = engl. cycle threshold, auch als Cp-Wert, engl. crossing point, bezeichnet.

Beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant
messbar ist
R = relative Expression
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4. ERGEBNISSE

4.1 Einfluss von Heparin auf das Wachstum der JEG-3-Chorionkarzinom-
Zelllinie

Die Proliferation der JEG-3-Zellen konnte durch Heparin in Konzentrationen von
0,01 U/ml bis 10 U/ml unter atmospharischen Bedingungen (wassergesattigte
Atmosphéare von Raumluft und 5 % CO,) und einem FKS-Gehalt des Mediums von
3,3 % signifikant gesteigert werden. Nach Behandlung der JEG-3-Zellen mit
0,01 U/ml Heparin stieg die Proliferation auf 119,5 % im Vergleich zur Kontrolle
(p<0,01), mit 0,1 Uml Heparin auf 133,75 % im Vergleich zur Kontrolle
(p < 0,001), mit 1 U/ml Heparin auf 129,9 % im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,001)
und mit 10 U/ml Heparin auf 115,93 % im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Nach
Behandlung mit 100 U/ml Heparin (104,1 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05)
und 1.000 U/ml (104,74 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) wurde keine

signifikante Steigerung erreicht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3a dargestellt.
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Abbildung 3: Darstellung der Mittelwerte der Proliferation der JEG-3-Chorionkarzinom-Zellen in
Bezug zur Kontrolle unter einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 % und unter Einfluss von
Heparin [U/ml]. Die signifikanten Ergebnisse mit p-Werten < 0,05 sind wie folgt gekennzeichnet:
*=p<0,05 *™=p<0,01; ™ = p<0,001. a: Atmospharische Bedingungen b: Hypoxische
Bedingungen
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Nach Behandlung mit 0,01 U/ml Heparin stieg die Proliferation unter
Sauerstoffreduktion (2 % O, 5 % CO,) bei ansonsten identischen Bedingungen
signifikant auf 109,73 % im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Nach Behandlung
mit 0,1 U/ml Heparin (97,4 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 1 U/ml Heparin
(100,1 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 10 U/ml Heparin (100,9 % im
Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 100 U/ml Heparin (101,6 % im Vergleich zur
Kontrolle; p > 0,05) und 1.000 U/ml Heparin (92 % im Vergleich zur Kontrolle;
p > 0,050 wurden unter hypoxischen Bedingungen keine signifikanten
Veranderungen der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle erreicht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3b dargestellt.

Weder nach Behandlung mit 0,01 U/ml Heparin (108,7 % im Vergleich zur
Kontrolle; p > 0,05), noch mit 0,1 U/ml Heparin (101,48 % im Vergleich zur
Kontrolle; p > 0,05), 1 U/ml Heparin (99,67 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05),
10 U/ml Heparin (99,54 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 100 U/ml Heparin
(101,43 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) oder 1.000 U/ml Heparin (91,37 %
im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) konnte, nachdem unter atmosphéarischen
Bedingungen der FKS-Gehalt des Mediums auf 1 % reduziert wurde, eine
signifikante Veranderung der Proliferation erzielt werden. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4a dargestellt.

Nach Sauerstoffreduktion konnte die Proliferation bei ansonsten identischen
Versuchsbedingungen mit 0,01 U/ml Heparin signifikant auf 114,18 % im Vergleich
zur Kontrolle (p <0,01) und mit 0,1 U/ml Heparin signifikant auf 111,05 % im
Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05) gesteigert werden. Mit 1 U/ml Heparin (109,71 %
im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 10 U/ml Heparin (108,03 % der Kontrolle;
p > 0,05), 100 U/ml Heparin (98,66 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) und
1.000 U/ml Heparin (92,67 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) konnte keine
signifikante Veranderung der Proliferation erzielt werden. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4b dargestellt.
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Abbildung 4: Darstellung der Mittelwerte der Proliferation der JEG-3-Chorionkarzinom-Zellen in
Bezug zur Kontrolle unter einem FKS-Gehalt des Mediums von 1 % und unter Einfluss von
Heparin [U/ml]. Die signifikanten Ergebnisse mit p-Werten < 0,05 sind wie folgt gekennzeichnet:
*=p<0,05 *™=p<0,01; "™ =p<0,001. a: Atmosphdrische Bedingungen b: Hypoxische
Bedingungen

4.2 Einfluss von VEGFs; auf das Wachstum der JEG-3-Chorionkarzinom-
Zelllinie

Wie in Abbildung 5a dargestellt, konnte die Proliferation der JEG-3-Zellen nach
Behandlung mit 10 ng/ml VEGF1es5 (91,77 % im Vergleich zur Kontrolle; p < 0,05)
und mit 100 ng/ml VEGF1e5 (81,51 % im Vergleich zur Kontrolle; p < 0,001), unter
atmosphéarischen Bedingungen und einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 %,
signifikant gehemmt werden. Mit 1 ng/ml VEGFi5 (95,93 % im Vergleich zur
Kontrolle; p > 0,05) konnte im selben Versuch keine signifikante Veranderung der

Proliferation erzielt werden.
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Die Proliferation der JEG-3-Zellen konnte nach Behandlung mit 100 ng/ml
VEGF65 (86,78 % im Vergleich zur Kontrolle; p <0,01) signifikant gehemmt
werden, nachdem bei einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 % hypoxische
Bedingungen geschaffen wurden. Nach Behandlung mit 1 ng/ml VEGFies
(108,94 % im Vergleich zur Kontrolle; p>0,05) und mit 10 ng/ml VEGFies
(100,48 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) konnte unter identischen
Bedingungen keine signifikante Veranderung der Proliferation erzielt werden. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5b dargestellt.
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Abbildung 5: Darstellung der Mittelwerte der Proliferation der JEG-3-Chorionkarzinom-Zellen in
Bezug zur Kontrolle, einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3% und unter VEGFes-
Einfluss [ng/ml]. Die signifikanten Ergebnisse in Bezug zur Kontrolle mit p-Werten < 0,05 sind wie
folgt gekennzeichnet: * = p < 0,05; ** =p < 0,01; *** =p < 0,001. a: Atmospharische Bedingungen
b: Hypoxische Bedingungen

Die Proliferation der JEG-3-Zellen konnte, wie in Abbildung 6a dargestellt, nach
Behandlung mit 10 ng/ml VEGF+es (88,61 % im Vergleich zur Kontrolle; p < 0,01)
und 100 ng/ml VEGF1e5 (77,17 % im Vergleich zur Kontrolle; p < 0,001), unter
atmospharischen Bedingungen und nach Reduktion des FKS-Gehalt des Mediums
auf 1 %, signifikant gghemmt werden. Mit 1 ng/ml VEGF1g5 (101,88 % im Vergleich
zur Kontrolle; p>0,05) konnte unter identischem Versuchsablauf keine

signifikante Veranderung der Proliferation erreicht werden.
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Nach Behandlung mit 1 ng/ml VEGF1e5 konnte die Proliferation der JEG-3-Zellen
nach Sauerstoffreduktion und Verringerung des FKS-Gehalts des Mediums auf
1 % signifikant auf 111,15 % im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05) gesteigert
werden. Nach Behandlung mit 10 ng/ml VEGF1es (105,61 % im Vergleich zur
Kontrolle; p > 0,05) und 100 ng/ml VEGFg5 (100,62 % im Vergleich zur Kontrolle;
p > 0,05) konnte bei identischem Versuchsablauf keine signifikante Veranderung
der Proliferation gemessen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6b
dargestellt.
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Abbildung 6: Darstellung der Mittelwerte der Proliferation der JEG-3-Chorionkarzinom-Zellen in
Bezug zur Kontrolle, einem FKS-Gehalt des Mediums von 1 % und unter VEGF45-Einfluss [ng/ml].
Die signifikanten Ergebnisse in Bezug zur Kontrolle mit p-Werten < 0,05 sind wie folgt
gekennzeichnet: *=p <0,05; **=p <0,01; *™ =p <0,001. a: Atmosphéarische Bedingungen b:
Hypoxische Bedingungen

4.3 Einfluss von Heparin auf das Wachstum der JAR-Chorionkarzinom-
Zelllinie

Die Proliferation der JAR-Zellen konnte durch Behandlung mit 0,01 U/ml Heparin
(108,98 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 0,1 U/ml Heparin (111,82 % im
Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 1 U/ml Heparin (112,47 % im Vergleich zur
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Kontrolle; p > 0,05), 10 U/ml Heparin (103,76 % im Vergleich zur Kontrolle;
p > 0,05), 100 U/ml Heparin (93,73 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) und
1.000 U/ml Heparin (92,17 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05) unter
atmosphérischen Bedingungen und einem FKS-Gehalt des Mediums von 10 %
nicht signifikant beeinflusst werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7a
dargestellt.
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Abbildung 7: Darstellung der Mittelwerte der Proliferation der JAR-Chorionkarzinom-Zellen in
Bezug zur Kontrolle unter einem FKS-Gehalt des Mediums von 10 % und unter Einfluss von
Heparin [U/ml]. Die signifikanten Ergebnisse mit p-Werten < 0,05 sind wie folgt gekennzeichnet:
*=p<0,05 *=p<0,01; **=p<0,001. a: Atmospharische Bedingungen b: Hypoxische
Bedingungen

Nach Behandlung mit 0,01 U/ml Heparin (86,06 % im Vergleich zur Kontrolle;
p > 0,05), 0,1 U/ml Heparin (95,54 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 1 U/ml
Heparin (92,96 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05), 10 U/ml Heparin (99,66 %
im Vergleich zur Kontrolle), 100 U/ml Heparin (91,31 % im Vergleich zur Kontrolle;
p > 0,05) und 1.000 U/ml Heparin (93,58 % im Vergleich zur Kontrolle; p > 0,05),
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unter Sauerstoffreduktion und einem FKS-Gehalt des Mediums von 10 %, konnte
ebenfalls keine signifikante Veranderung der Proliferation verzeichnet werden. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 7b dargestellt.

4.4 Expression der der Heparanase-mRNA

Die Analyse der Expression der Heparanase-mRNA erfolgte mittels quantitativer
Real-Time-PCR (g-PCR). Als Zielgen diente HPSE und als Referenz-Gene,
welche zur Normalisierung bendtigt werden, SDHA und HPRT1.

4.4.1 Einfluss der Sauerstoffreduktion auf die Expression der Heparanase-
mRNA in der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie

Die Expression des HPSE-Gens in der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie konnte
durch Sauerstoffreduktion (2 % O, 5 % CO;) im Vergleich zu atmosphérischen
Bedingungen (wassergesattigte Atmosphare von Raumluft und 5 % CO, bei
37 °C) nicht signifikant reguliert werden. Somit hat die Hypoxie als alleiniger
Faktor keinen Einfluss auf die Expression der Heparanase in selbigen Zellen.

4.4.2 Einfluss von Heparin auf die Expression der Heparanase-mRNA in der
JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie

Nach dreistindiger Behandlung der JEG-3-Zelllinie mit 0,1 U/ml Heparin konnte
keine signifikante Regulation der Expression des HPSE-Gens festgestellt werden.
Zwar zeigte sich eine tendenzielle Hemmung der Expression um 3,9 % im
Vergleich zur Kontrolle (p > 0,05) unter atmospharischen Bedingungen bei einem
FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 % und eine ebenfalls tendenzielle Hemmung
der Expression um 15,8 % im Vergleich zur Kontrolle (p > 0,05) unter
atmospharischen Bedingungen bei einem FKS-Gehalt des Mediums von 1 %,
diese waren jedoch nicht signifikant. Nach Sauerstoffreduktion zeigten sich
tendenzielle Steigerungen der Expression um 44,9 % im Vergleich zur Kontrolle
(p > 0,05) bei einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 % und um 9,8 % im
Vergleich zur Kontrolle (p > 0,05) bei einem FKS-Gehalt des Mediums von 1 %,
diese waren jedoch nicht signifikant. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 23

dargestellt.
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1 % FKS 3,3 % FKS
R E (%) P R E (%) P

A | 0,842 1 15,8 | 0,665 0,961 13,9 0,672

H|1,008 |198 0824 |1,449 |1449 |0,484

Tabelle 23: Ergebnisse der g-PCR der mit 0,1 U/ml Heparin behandelten JEG-3-Chorionkarzinom-
Zelllinie unter atmosphérischen und hypoxischen Bedingungen und Reduktion des FKS-Gehaltes
des Mediums auf 1% und 3,3 %. Dargestellt ist die relative (R) sowie prozentuale (E [%])
Expression des HPSE-Gens in Bezug zu den Referenzgenen SDHA und HPRT1 sowie der p-Wert

(p), welcher bei Werten < 0,05 eine signifikante Veranderung der Expression anzeigt.

4.4.3 Einfluss von VEGFs; auf die Expression der Heparanase-mRNA in
der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie

Nach dreistindiger Behandlung mit 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml VEGFes
konnte unter atmospharischen Bedingungen weder bei einem FKS-Gehalt des
Mediums von 3,3 % noch von 1 % eine signifikante Verdnderung der HPSE-
Expression festgestellt werden (p > 0,05). Tendenziell war jedoch, mit Ausnahme
der Behandlung mit 10 ng/ml VEGF1es5 bei einem FKS-Gehalt des Mediums von
3,3 %, eine Hemmung der HPSE-Expression angedeutet.

Unter einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 % konnte keine signifikante
Regulation des HPSE-Gens festgestellt werden (p > 0,05). Nach Behandlung mit
1 ng/ml VEGFqss (Steigerung der Expression um 35,2% im Vergleich zur
Kontrolle; p <0,001) und 10 ng/ml VEGFqs5 (Steigerung der Expression um
10,2 % im Vergleich zur Kontrolle; p < 0,001) konnte nach Sauerstoffreduktion und
Verringerung des FKS-Gehalts des Mediums auf 1 % in einem ersten Versuch
eine signifikante Steigerung der Expression des HPSE-Gens induziert werden.
Dieses Ergebnis war jedoch in zwei darauffolgenden Wiederholungen des
Versuchs nicht reproduzierbar. Nach Behandlung mit 100 ng/ml VEGF 65 war in
derselben Versuchsreihe zu keiner Zeit ein signifikantes Ergebnis induzierbar.
Tendenziell war jedoch, mit Ausnahme der Behandlung mit 100 ng/ml VEGF 5 bei
einem FKS-Gehalt des Mediums von 1 %, eine Steigerung der HPSE-Expression

zu vermuten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 24 und 25 dargestellt.
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1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml
R E (%) P R E (%) P R E (%) P

A 10977 |23 0,898 |1,053 | 15,3 0,811 0912 | |88 0,929
H |1,746 |1746 |0,177 ]1,380 | 138 0,680 |1,103 |110,3 | 0,885

Tabelle 24: Ergebnisse der g-PCR der mit VEGF45 behandelten JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie
unter Reduktion des FKS-Gehaltes des Mediums auf 3,3 % unter atmosphérischen (A) und
hypoxischen (H) Bedingungen. Dargestellt sind die relative (R) und prozentuale (E %) Expression
des HPSE-Gens in Bezug zu den Referenzgenen SDHA und HPRT1 sowie der p-Wert (p), welcher

bei Werten < 0,05 eine signifikante Veranderung der Expression anzeigt.

1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml
R E (%) P R E (%) P R E (%) P

A |o720 |28 |0638 |0739 ||26,1 |0,609 |0,847 || 153 |0,834
H [1.197 [1197 [o0578 [1.211 [1221 |0,719 o962 |38 [0918

Tabelle 25: Ergebnisse der g-PCR der mit VEGF45 behandelten JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie
unter Reduktion des FKS-Gehaltes des Mediums auf 1% unter atmosphéarischen (A) und
hypoxischen (H) Bedingungen. Dargestellt sind die relative (R) und prozentuale (E %) Expression
des HPSE-Gens in Bezug zu den Referenzgenen SDHA und HPRT1 sowie der p-Wert (p), welcher
bei Werten < 0,05 eine signifikante Veranderung der Expression anzeigt.

4.4.4 Einfluss von Heparin auf die Expression der Heparanase-mRNA in der
JAR-Chorionkarzinom-Zelllinie

Tendenziell scheint Heparin die HPSE-Expression in unserem Modell herunter zu
regulieren. Sowohl unter 100 U/ml Heparin und atmosphéarischen (R = 0,125) als
auch unter 10 U/ml Heparin und hypoxischen (R = 0,35) Bedingungen zeigten sich
entsprechende Ergebnisse. Die HPSE-Expression in der JAR-Chorionkarzinom-
Zelllinie war in den durchgefiihrten g-PCRs jedoch so niedrig, dass sich die HPSE
nur schwer quantifizieren lieB. Die JAR-Chorionkarzinom-Zelllinie war bereits auf
der Ebene der Kultivierung auBBerst schwierig zu fihren, weshalb der FKS-Gehalt
des Mediums in Wachstums- und Expressions-Versuchen nicht unter 10 %
reduziert werden konnte. Die gewonnenen Ergebnisse der JAR-Chorionkarzinom-
Zelllinie sind dabei in einem Kontext mit den technisch anspruchsvollen g-PCR-

Ergebnissen und der schwierigen Kultivierung zu sehen.
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4.5 Gelelektrophoretische Uberpriifung der Amplifikate der g-PCR
Die Langen der in der Gelelektrophorese Uberpruften Amplifikate der g-PCR sind
von erwartungsgemafBer Lange. Die Anordnung der Proben ist in Tabelle 26
dargestellt, das Agarose-Gel in Abbildung 8. Die Bande fir das Amplikon fir
HPSE l4auft bei 163 bp, fir SDHA bei 86 bp und fir HPRT1 bei 84 bp.

Abbildung 8: Darstellung des Agarose-Gels zur Uberpriifung der Amplifikate der g-PCR.

S 1 2 3 4 5 6 7 8
P M HPSE HPSE SDHA SDHA | HPRT1 | HPRTH1 M
8ul Co Heparin Co Heparin Co Heparin | 10 pl
0,1 0,1 0,1
U/mi U/mi U/mi

Tabelle 26: Anordnung der Spuren mit den Amplifikaten der g-PCR und Marker im Agarose-Gel.
S = Spur, M = Marker, Co = Kontrolle, P = Probe

4.6 Nachweis der Heparanase-Proteinexpression

Die Heparanase-Expression wurde mit einem Western Blot nachgewiesen, der in
Abbildung 9 dargestellt ist. Der hierfir verwendete Antikérper reagiert laut
Hersteller mit der aktiven 50 kDa Form sowie mit dem latenten 65 kDa Prakursor.
Als Referenz wurde die ovarielle Adenokarzinom-Zelllinie OVCAR-3 verwendet,
welche eine deutliche Bande bei 50 kDa aufweist. In der Spur der JEG-3-
Chorionkarzinom-Zellen ist eine schwache Bande im Bereich von 50 kDa und
kaum sichtbar eine zweite Bande im Bereich von 65 kDa zu sehen, sodass von
der Anwesenheit einer geringen Menge Heparanase auszugehen ist. In der Spur
der JAR-Chorionkarzinom-Zellen sind eine deutliche Bande bei 50 kDa und eine
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schwache Bande bei 65 kDa zu sehen. Die somit nachgewiesene Heparanase-
Expression in den JAR-Zellen Ubersteigt die nachgewiesene Heparanase-
Expression in den JEG-3 Zellen quantitativ deutlich.

JAR JEG-3 OVCAR-3

75 kDa

65 kDa

50 kDa

37 kDa

Abbildung 9: Western Blot zum Nachweis der Endo-B-D-glucuronidase Heparanase in den
Chorionkarzinom-Zellen JAR, JEG-3 sowie in den Referenz-Zellen OVCAR-3.
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5. DISKUSSION

5.1 Einordnung in die Fachliteratur

Schwangerschaftsassoziierte hypertensive Erkrankungen, wie die Praeklampsie,
spielen aufgrund der hohen Komplikationsrate fur die werdenden Maitter und
ungeborenen Kinder sowie ihrer Haufigkeit eine wichtige Rolle im Rahmen der
Schwangerschaftsvorsorge und  Geburtshilfe. Die  Bedeutung  dieses
Erkrankungskomplexes liegt nicht zuletzt in den auch heute noch eingeschrankten
und zum Teil wenig verstandenen Mdglichkeiten der Pravention, Friherkennung
und Therapie. Es liegen Hinweise auf einen praventiven Aspekt von Heparin in der
Sekundarprophylaxe plazentaassoziierter Erkrankungen wie der Préaeklampsie vor
(28, 74). Der exakte Wirkmechanismus ist hierbei jedoch noch nicht entschlisselt
(12). Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Heparin und Vascular Endothelial
Growth Factorgs (VEGFi5) auf die Proliferation der als Modell far den
Trophoblasten verwendeten Chorionkarzinom-Zelllinien zu untersuchen. Zudem
sollte dargestellt werden, ob diese Beeinflussung Uber eine Regulation der

Heparanase vermittelt wird.

Bereits 2006 fanden Nobuhisa et al. (64) in einem in-vitro-Modell heraus, dass die
Heparanase sowohl im Zytoplasma als auch im Zellnukleus lokalisiert ist. Nach
Behandlung von HL-60-Zellen, einer Promyelozytenleukamie-Zelllinie, mit dem die
Zelldifferenzierung stimulierenden Stoff TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
acetat), wurde lediglich die aktive Form der Heparanase im Zellnukleus
nachgewiesen. Die aktive 50-kDa-Form geht durch Cathepsin-L-abhangige
proteolytische Spaltung aus einer inaktiven 65-kDa-Proform hervor, gelangt mittels
Translokation in den Zellnukleus und st dort in den Prozess der
Zelldifferenzierung involviert (41, 61, 64, 85, 86). Eine erhdhte Expression der
Heparanase korreliert mit dem Fortschreiten verschiedener Malignome, wie z.B.
Mamma, Kolon, Ovar, Gallenblase, Pankreas, akuter myeloischer Leukamie, nicht
kleinzelligem Bronchialkarzinom und dem multiplen Myelom (61, 63, 85). Die
Heparanase fordert zwar die Metastasierung, Invasivitdt und Angiogenese, nicht
jedoch die Proliferation humaner Magenkarzinom-Zellen (93). Im Rahmen von
Versuchen mit in Ratten injizierten hochinvasiven 13762 MAT-Adenokarzinom-
Zellen hemmt PI1-88, ein sulfatiertes Oligosaccharid und Heparanase-Inhibitor, das

primare Tumorwachstum um ca. 50 %, die Lymphknotenmetastasierung um ca.
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40 %, die Vaskularitat von Tumoren um ca. 30 % und die h&matologische
Metastasierung um mehr als 90 % (65). Diese allseits signifikanten Ergebnisse
weisen auf die starke Involvierung der Heparanase in Wachstum, Invasivitat und
Vaskularisation von Tumorzellen hin. Diese Annahme wird auch durch die im
weiteren auf S. 55 ausfihrlich beschriebenen Ergebnisse am Modell humaner
padiatrischer Sarkomzellen, unter Einsatz eines weiteren Heparanase-Inhibitors,
dem zur Gruppe der Heparine gehdérenden SST0001, unterstitzt (14). Es wurde
bereits mehrfach beschrieben, dass sowohl Heparin als auch einige chemisch
modifizierte Heparine die Heparanase-Aktivitat von Tumorzellen hemmen, was mit
einem erniedrigten Metastasierungspotenzial korreliert (13, 15, 63).

Der Nachweis der Lokalisation der Heparanase in der humanen Plazenta, hier
v.a. im Zytotrophoblasten, und ihre spezifische Inhibition durch Heparin wurden
bereits in den 1990er Jahren beschrieben (32). Die humane Heparanase wurde
unter Verwendung monoklonaler Antikdrper sowohl in invasiven extravillésen
Trophoblasten der humanen Plazenta als auch in Arterienwdnden normaler
Gewebe lokalisiert (22). Die Expression der Heparanase konnte im uterinen
Epithel, der Dezidua und dem Trophoblasten der Maus sowie im humanen
Trophoblasten nachgewiesen werden (41). Haimov-Kochman et al. (34) wiesen
die Heparanase in Vvilldésen Zytotrophoblasten, Synzytiotrophoblasten und in
intermediaren trophoblastaren Zellkolumnen im ersten Trimester normal
verlaufender ~ Schwangerschaften, sowie in  molaren und ektopen
Schwangerschaften nach. Das Heparanase-Protein wurde zudem v.a. im Endothel
fetaler Kapillaren und in geringerer Konzentration auch in groBen fetalen GefaBen
lokalisiert. Auch der die Dezidua und die mutterlichen GeféBe invadierende
extravillése Trophoblast zeigte sich HPSE-positiv. Im zweiten und dritten Trimester
zeigten sich der villdse Zytotrophoblast und der die plazentare Implantationsseite
invadierende  extravillése  Trophoblast  weiterhin ~ HPSE-positiv. ~ Der
Synzytiotrophoblast zeigte im zweiten und dritten Trimester hingegen eine variable
HPSE-Expression. Diese Ergebnisse gelten sowohl fiir Patientinnen mit normal
verlaufenen Schwangerschaften, als auch flr Patientinnen, welche an einer
Plazenta accreta oder auch an einer Praeklampsie leiden. Die Ergebnisse des
ersten und zweiten Trimesters resultieren aus zwanzig Gewebeproben normaler
intrauteriner Schwangerschaften, zwischen 6. und 20. Schwangerschaftswoche,
und aus jeweils vier kompletten und partiellen Molen im Gestationsalter von 6 bis

52



5. DISKUSSION

14 Schwangerschaftswochen. Die stereologischen Stichproben wurden jeweils
nach elektiver Abruptio gewonnen. Weiterhin wurden finf nicht rupturierte ektope
Schwangerschaften in der sechsten bis neunten Schwangerschaftswoche
chirurgisch reseziert. Die Ergebnisse des dritten Trimesters resultieren aus zehn
Plazenten unkompliziert verlaufender und gesunder Schwangerschaften nach
spontaner Entwicklung oder Sektio und aus zehn Plazenten von Praeklampsie-
Patientinnen ebenfalls nach normaler Entbindung oder Sectio (34). Revel et al.
identifizierten einerseits die Heparanase im Blastozystenstadium bzw. der Morula
der Maus und induzierten andererseits durch Zugabe von Heparanase einen ca.
zweifachen Anstieg der Embryoimplantationsrate in der Maus (72). D’Souza et al.
wiesen ebenfalls eine gesteigerte Embryo-Implantationsrate nach exogener
HPSE-Zufuhr nach. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe einen dramatischen
Anstieg der uterinen Heparanase-Expression und eine etwa vierzigfache
Aktivitatssteigerung in der Frihschwangerschaft der Maus nachweisen. Die
Heparanase-mRNA sowie das Protein werden zusatzlich in der Dezidua exprimiert
und stark auf der Implantationsseite induziert. Konsekutiv zeigte die
Arbeitsgruppe, dass die Gabe von PI-88 die Embryo-Implantation der Maus in vivo
hemmt (23). Ein Teil dieser Ergebnisse wurde auch am Pavian-Tiermodell
bestatigt. Hier Gberstieg die HPSE-Expression in der Pavian-Dezidua in der Mitte
der Schwangerschaft die HPSE-Expression in der apikalen Oberflache des
Drusenepithels und in Drisensekreten nichtschwangerer Paviane deutlich.
Weiterhin schlugen D’Souza et al. die Briicke zu dem HPSE-abhéangigen Anstieg
der Freisetzung der vaskularisationsférdernden und Heparin-gebundenen
Wachstumsfaktoren aus der Extrazellularmatrix wahrend der embryonalen
Implantation (23). Die HPSE-abhangige Freisetzung von Wachstumsfaktoren
beruht auf der spezifischen Spaltung von u.a. in der EZM der Plazenta (34)
reichlich vorhandenen HSPGs durch die Heparanase (61). Daher kénnen durch
HSPG-Degradation die Matrix zerlegt und die Plazentation und Trophoblast-
Invasion geférdert werden (34).

Dem entgegen sprechen die Ergebnisse von Harris et al., die feststellten, dass
wahrend des ersten Trimesters isolierte humane Trophoblasten zwar einen hohen
Gehalt an Heparanase exprimieren, ein funktionshemmender Antikdrper bei
Normoxie jedoch nicht die Invasion priméarer Zytotrophoblasten oder extravilldser
Trophoblasten hemmt. In einer Folgekultur unter 3 % Sauerstoff war die

53



5. DISKUSSION

Heparanase-Expression nicht erhdéht und die Trophoblasteninvasion durch den
blockierenden Antikdrper nicht verlangsamt (35).

Es existieren jedoch zwei natirliche Inhibitoren der Heparanase, das Eosinophile
Major Basic Protein (EMBP) und HIP/RPL29. Kirn-Safran et al. stellten die
Expression der mRNA des EMBP in der humanen Plazenta fest und wiesen die
akkumulierende Expression von HIP/RPL29 in der Dezidua der Maus in einem
komplementaren Muster zu HSPG nach (41).

Die Ergebnisse von Harris et al. von 2008 (35) legen zwar nahe, dass die
Heparanase keinen direkten Einfluss auf die Trophoblasten-Invasion austibt und
eine Sauerstoffunterversorgung in diesem Zusammenhang weder Einfluss auf die
Heparanase selbst noch auf die Invasion nimmt, die auf Seite 52 bis 53
beschriecbene hohe Expression der Heparanase in plazentations- und
implantationsrelevanten Zellen und Geweben spricht jedoch weiterhin fir eine
zentrale Rolle des Enzyms. Auch haben Harris et al. die nattrlichen Heparanase-
Inhibitoren EMBP und HIP/RPL29 nicht in ihre Untersuchungen eingeschlossen,
sodass zum jetzigen Zeitpunkt keine definitive Aussage Uber die Rolle der
Heparanase im Prozess der Plazentation, Implantation und der damit
einhergehenden Invasion getroffen werden kann.

Alle bisher erarbeiteten und hier erwahnten Ergebnisse beziiglich der Interaktion
zwischen Trophoblast, Dezidua und der Heparanase sind unter Bertcksichtigung
der verwendeten Modelle als problematisch zu betrachten. Die Herausforderung
an eine Zellkultur, die Interaktion zwischen Trophoblast, reprasentative Embryo,
und Dezidua einerseits und den Einfluss von Heparanase und Heparin auf die
Interaktion andererseits, sind immens und technisch kaum zu bewaéltigen. Die
direkte Untersuchung der Interaktion zwischen Embryo und Dezidua im Rahmen
der Implantation und Plazentation sind aus ethischen Gesichtspunkten
ausnahmslos im Tiermodell untersuchbar, welches letztendlich nicht
uneingeschrankt auf den Menschen Ubertragen werden kann.

In Zusammenspiel mit der physiologischen Lokalisation der Heparanase in
plazentarem und trophoblastarem Gewebe stellt sich somit weiterhin die Frage, ob
invasions- und vaskularisationssteigernde Effekte auch hier Uber die Heparanase
vermittelt werden kdénnten.

Die hemmende Wirkung von Heparin auf die Metastasierung verschiedener
Tumore (37, 80) wird u.a. Gber die Hemmung der Heparanase und im Weiteren
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Uber Modulation von Wachstumsfaktoren wie dem fibroblast growth factor-2
(FGF-2) und VEGF vermittelt (15, 45), was die Frage nach der Rolle der
Heparanase in der Frihschwangerschaft noch untermauert. Spezifisch auf die
Heparanase wirkende Heparine hemmen die Metastasierung jedoch nur in
Heparanase-produzierenden Tumoren (37). In einer klinischen, randomisierten
Studie mit Patienten mit fortgeschrittenen Prostata-, Lungen- oder
Pankreaskarzinomen  konnte durch Gabe von Nadroparin, einem
niedermolekularen  Heparin,  zusatzlich zur  Standard-Therapie  kein
Uberlebensvorteil im Vergleich zu nicht zusatzlich mit Nadroparin behandelten
Patienten festgestellt werden. Jedoch geht aus den veréffentlichten Daten nicht
hervor, ob die untersuchten Tumore Heparanase produzierten (83). Die Fahigkeit
von Heparinen zur Inhibierung der Heparanase ist schon lange etabliert (32, 60).
SST0001, ein Heparanase-Inhibitor aus der Familie der Heparine, hat in-vitro
einerseits die Fahigkeit, sowohl die Konzentration, als auch die Freisetzung
verschiedener Angiogenese-Faktoren - wie auch dem VEGF - im konditionierten
Medium von Sarkomzellen herunter zu regulieren und inhibiert andererseits den
pro-invasiven Effekt Heparin-bindender Faktoren wie VEGF signifikant. Die Gabe
von SST0001 resultierte bei padiatrischen Malignom-Modellen in einer
signifikanten Wachstumshemmung der untersuchten Zellkulturen um 64 bis 95 %
(14). Da die Metastasierung von Karzinomen, ahnlich dem Prozess der
Implantation und Plazentation im Rahmen der Schwangerschaft, ein hohes
Invasions- und Vaskularisationspotential voraussetzt, drangt sich die Frage auf, ob
die prophylaktische bzw. therapeutische Gabe von Heparin im Rahmen der
Praeklampsie ebenfalls die Heparanase hemmen und dadurch die Implantation
und Plazentation behindern wirde, was eine absolute Kontraindikation far
Heparine in frihen Schwangerschaftswochen nach sich ziehen muisste. Dem
gegenlber steht die Wirkung von Heparin auf das Gerinnungssystem, dessen
quantitative und qualitative Zusammensetzung wéahrend der Schwangerschaft
signifikante physiologische  Veranderungen durchlauft. Verschiedene
Gerinnungsfaktoren, u.a. der Faktor X, nehmen mit Dauer der Schwangerschaft
progredient in lhrer Aktivitat zu, wahrend die Thrombozytenaktivitat reduziert ist
(12). Diese in der Schwangerschaft veranderte Aktivitdt von Elementen des
Gerinnungssystems kann sich bei einer UberschieBenden Fehlregulation negativ
auf die Implantation der Blastozyste auswirken (62). So ist v.a. die in einer
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gestoérten plasmatischen Gerinnung, jedoch auch auf hereditaren oder erworbenen
Thrombozytenfunktionsstérungen, beruhende maternale Hyperkoagulabilitét mit
diversen Schwangerschaftskomplikationen wie mit rezidivierenden friihen und
spaten Aborten, intrauterinem Fruchttod, intrauteriner Wachstumsretardierung,
vorzeitiger Plazentalésung und der Praeklampsie assoziiert (11, 12, 42, 73).
Heparin bt seine Wirkung auf das Gerinnungssystem neben Verstarkung der
Antithrombinwirkung (10) durch Beeinflussung der plasmatischen Gerinnung im
Sinne einer Inaktivierung aktivierter Gerinnungsfaktoren, wie z.B. dem Faktor Xa,
aus (12, 62) und wirkt also den potentiell zu Schwangerschaftskomplikationen
fihrenden Veranderungen des maternalen Gerinnungssystems entgegen. Ein
weiterer wichtiger Aspekt ist der modulierende Einfluss von Heparinen auf die
Dezidualisation endometrialer Stromazellen, abhangig von ihrer MolekulargréBe
und -ladung, jedoch unabhangig von ihren antikoagulatorischen Funktionen (30).
Der genaue Mechanismus des Heparins bzw. die exakiten Wechselwirkungen
zwischen Heparin und Dezidua sind jedoch noch unklar (30).

Da weder unfraktioniertes, noch niedermolekulares Heparin die Plazentaschranke
passieren, missen keine teratogenen Effekte befurchtet werden (8), was Heparin
zu einem optimalen Medikament fir die Schwangerschaft macht. Einsatz findet
Heparin in Kombination mit ASS bereits zur Therapie von Patientinnen, welche an
einem Antiphospholipidsyndrom und damit einhergehenden rezidivierenden
Aborten leiden (11, 62). Die Definitionskriterien des Antiphospholipidsyndroms,
einer erworbenen Thrombophilie, welche zu rezidivierenden Aborten fihrt und in
engem Zusammenhang mit der Prédeklampsie und Eklampsie steht (11), sind in
Tabelle 4 dargestellt. In Anbetracht dieser Aspekte ist der positive Einfluss von
Heparin auf Implantation und Plazentation weiter in Betracht zu ziehen und naher
zu untersuchen.

In vielen, in Implantation und Plazentation involvierten Zellen und Geweben, wie
dem Synzytiotrophoblast, villésem und extravilloésem Zytotrophoblast und der
Dezidua sind in der Extrazellularmatrix sowie auf der Zelloberflache zahlreiche
HSPGs lokalisiert, welche mithilfe von Heparansulfaten unter anderem
Wachstumsfaktoren, wie den VEGF, gebunden halten (23, 35, 41, 61). Damit der
(extravillése) Trophoblast die Dezidua infilirieren kann, muss zuvor die
Extrazellularmatrix degradiert werden. Dies geschieht unter anderem mithilfe der

vom Trophoblasten und spater von der Plazenta exprimierten Heparanase, welche

56



5. DISKUSSION

wie bereits auf Seite 19 f. erwdhnt, Heparansulfate spalten und so fir die
Freisetzung von VEGF und konsekutiv fir deren Aktivierung Sorge tragen kann
(23, 35, 61). Dieser Prozess ist schematisch in Abbildung 10 dargestellt.

mBlood vessels .Gro.v!f' factors ,/ HS > Heparanase

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Wirkweise der Heparanase. Die Heparanase, hier
als Schere dargestellt, spaltet Heparansulfate (HS). Hierdurch werden Wachstumsfaktoren wie z.B.
VEGF freigesetzt und dadurch beféhigt, Angiogenese, Tumorwachstum und Metastasierung zu

stimulieren (Abbildung enthommen aus [61]).

Vascular Endothelial Growth Factors, deren Expression durch Hypoxie bzw.
Ischamie induziert und gesteigert wird (6, 7, 38), gelten als Gruppe wichtiger
proangiogenetischer Faktoren (5,7). Die Familie der humanen Vascular
Endothelial Growth Factors besteht aus finf Mitglieder: VEGF-A, -B, -C, -D und
PIGF. Zum heutigen Zeitpunkt am besten untersucht ist der VEGF-A. Eine der
vielen Isoformen des VEGF-A ist der VEGFg5, welcher eine dominante Rolle unter
den angiogenetischen Molekllen sowohl in der physiologischen als auch der
pathologischen Angiogenese einnimmt (27) und u.a. vom plazentaren
Synzytiotrophoblasten und von plazentaren Endothelzellen produziert wird
(18, 78). Aus diesen Griinden war die VEGFgs-Isoform flr die Zielsetzung dieser
Arbeit von besonderem Interesse.
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Weiterhin stimulieren VEGF konzentrationsabhangig die Proliferation humaner
extravilléser Trophoblastzellen im ersten Trimester und werden auch in der
Dezidua exprimiert (5). Zwischen den nachweislich in humanen Trophoblasten
exprimierten VEGF (41), im Einzelnen veranderten VEGF-Proteinen und VEGF-
Rezeptoren, und der Praeklampsie ist mittlerweile ein Zusammenhang hergestellt
worden. So wurde gezeigt, dass die Antwort von Endothelzellen intakter Geféa3e
auf Plasma von Praeklampsie-Patientinnen VEGF-abhangig ist, dass diese
Antwort spezifisch fir die VEGFqgsb-Isoform sein dirfte und durch Zugabe von
rekombinantem humanem PIGF gehemmt werden kann. Mit Plasma von
Praeklampsie-Patientinnen inkubierte Endothelzellen, sowie auch in Sectiones
gewonnene WiderstandsgefaBe des Myometriums, wiesen eine erhdhte
Permeabilitdt und reduzierte Vasodilatation auf. Blockiert werden konnten diese
Veranderungen durch neutralisierende VEGFigsb-Antikérper, durch VEGFR1-
Kinase-Inhibitoren und Zugabe von humanem rekombinantem PIGF. Nach
Inkubation mit Plasma gesunder Schwangerer zeigten sich diese Veranderungen
nicht (7). Die durch diese Ergebnisse betonte zentrale Rolle der VEGFqes-
Isoformen war ein weiteres Argument daflr, die Untersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit unter Verwendung dieser Isoform durchzuflhren.

Unter Sauerstoffentzug wurde in Retinazellen eine vermehrte Expression sowohl
der Heparanase als auch von VEGF beobachtet. Die Expression der Heparanase
konnte durch Einsatz von Cobalt(ll)-chlorid (CoCly), einem Hypoxie-Induktor,
stimuliert und durch Einsatz von PI-88, einem Heparanase-Inhibitor, wieder
gehemmt werden. Auch die vermehrte VEGF-Expression konnte durch Einsatz
von PIl-88 gehemmt werden. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass die
Heparanase eine zentrale Rolle in der hypoxie-induzierten Neovaskularisation
bzw. Angiogenese durch Stimulation der VEGF-Expression spielt (38). Hierflr
spricht ebenfalls, dass eine Uberexpression der Heparanase in bestimmten
humanen Embryonen, Mammakarzinomen und Gliomzellen der Ratte
nachgewiesenermaf3en in einem drei- bis vierfachen Anstieg der VEGF-Protein-
und mRNA-Spiegel resultierten (61).

In Zusammenschau aller genannten Aspekte, die eine zentrale und eng mit der
Heparanase verknlpfte Rolle der VEGF im Rahmen der Implantation und
Plazentation implizieren, stellt sich die Frage, ob die Beeinflussung der VEGF-
Expression durch die Heparanase wechselseitig sein kénnte und der topische
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Einsatz von VEGF zu Beginn der Schwangerschaft konsekutiv die Plazentation
verbessern kdnnte.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten immortalisierten Chorionkarzinom-
Zellen dienen als Modell fir den Trophoblasten und dessen zentrale Rolle bei der
Implantation und Plazentation. Dieses fir diesen Zusammenhang etablierte Modell
(3,51,92) beinhaltet eine optimale Vergleichbarkeit als Grundlage darauf
aufbauender Untersuchungen. Nicht immortalisierte, priméare trophoblastare Zellen
waren ausschlieBlich im Rahmen von Tierversuchen oder unter Verwendung von
Abortgewebe bzw. von Gewebe aus elektiven Abruptiones zu erhalten. Unsere
Entscheidung gegen diese Formen der Primarkultur beruht zum einen auf
ethischen Aspekten und zum anderen auf der mangelnden Vergleichbarkeit
verschiedener Abortgewebe. Diesbezlglich ware v. a. problematisch, dass ein
z.B. in der achten SSW abgestorbener Embryo mdéglicherweise chromosomale
Stérungen oder anderweitige Defekte aufweist, welche der Vergleichbarkeit der
Gewebe entgegensprache und somit fir die Grundlagenforschung nicht geeignet
ware. Eine zweite Mdglichkeit ware gewesen, leicht zugangliches, postpartales
plazentares Gewebe zu verwenden. Dazu wirde man eine reprasentative Probe,
gegenuber der Insertionsstelle der Nabelschnur, entnehmen (52). Hierbei kdmen
zwei Mdglichkeiten in Frage: Einerseits kbnnte man postpartale Plazenten aus
normal verlaufenden Schwangerschaften verwenden. Hierbei wéaren jedoch
ausgepragte Unterschiede zwischen friihen Plazenten im ersten Trimester und
reifen Plazenten im dritten Trimester zu erwarten. Da die Praeklampsie jedoch in
der Frihschwangerschaft ihren Ursprung hat, eignen sich postpartale Plazenten
nicht in Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit. Weiterhin bestinde die
Méglichkeit, trophoblastares Gewebe postpartaler Plazenten von Patientinnen mit
einer bereits stattgehabten Praeklampsie zu gewinnen, welches somit Merkmale
der voll ausgepragten Erkrankung aufweisen wirde. Somit ware auch unter dieser
Méglichkeit kein trophoblastares Gewebe erhaltbar, welches im Rahmen der
Grundlagenforschung fir die Vergleichbarkeit unter Stimulation geeignet ware.

5.2 Konzentrationsabhangige Wachstumsversuche

Um den Einfluss von Heparin und VEGF:s auf die Proliferation von
Chorionkarzinom-Zellen, als Modell fiir den Trophoblasten, zu untersuchen,
fihrten wir konzentrationsabhangige Wachstumsversuche durch.
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5.2.1 Konzentrationsabhiangige Wachstumsversuche der JEG-3-Chorion-
karzinom-Zelllinie mit Heparin

Die JEG-3-Zellen zeigten nach Behandlung mit 0,01, sowie 0,1, 1 und 10 U/ml
Heparin unter atmosphérischen Bedingungen und einem FKS-Gehalt des
Mediums von 3,3 % eine signifikante Steigerung der Proliferation. Die
konzentrationsabhdngige Stimulation der Proliferation ist mit den Ergebnissen
ahnlicher Proliferationsversuche vergleichbar (54). Nach Sauerstoffentzug konnte
dieses Ergebnis nicht fur alle Falle reproduziert werden. Jedoch wurde die
Proliferation unter hypoxischen Bedingungen nach Behandlung mit 0,01 U/ml
Heparin signifikant gesteigert.

Der oben beschriebene Einfluss von Heparin auf die Proliferation von JEG-3-
Zellen unter atmospharischen Bedingungen, bei 3,3 % FKS lie sich unter
weiterer FKS-Reduktion auf 1 % zwar tendenziell wiedererkennen, zeigte jedoch
keine Signifikanz. Unter Sauerstoffentzug verhielt sich die Proliferation tendenziell
ahnlich zu der unter atmosphérischen Bedingungen bei 3,3 % FKS, zeigte jedoch
nur bei 0,01 U/ml und 0,1 U/ml Heparin eine Signifikanz. Dies deutet darauf hin,
dass die durch FKS- und Sauerstoffreduktion erzeugte Mangelsituation hier so
grol3 war, dass sie durch Heparin nicht ausgeglichen werden konnte.

In Zusammenschau aller Wachstumsversuche der JEG-3-Chorionkarzinom-
Zelllinie unter Einfluss von Heparin fallt auf, dass die Proliferation der JEG-3-
Zellen v. a. nach Behandlung mit Heparin in niedrigen Konzentrationen wie 0,01
und 0,1 U/ml ansteigt und mit zunehmenden Konzentrationen tendenziell abfallt.
Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass niedrig dosiertes Heparin unter
physiologischen Bedingungen Chorionkarzinom-Zellen und konsekutiv somit auch
trophoblastare Zellen zur Proliferation anregt. Dieser Effekt wiederholt sich unter
Sauerstoffmangel, wie er durch die Mangelversorgung bei Préaeklampsie entsteht
jedoch nicht bzw. nicht in ebenso relevanter Auspragung, Die Proliferation
trophoblastarer Zellen spielt jedoch v.a. in der frihen Phase der Implantation und
Plazentation eine zentrale Rolle und tritt zum Zeitpunkt einer schon bestehenden
Praeklampsie bereits in den Hintergrund. Wirde eine zeitig begonnene niedrig
dosierte Heparin-Prophylaxe die Proliferation der Trophoblasten in der
Frihschwangerschaft anregen, kénnten so die Basisbedingungen fir eine
gesunde Implantation und Plazentation geschaffen werden, bevor es zu der
Entwicklung einer Praeklampsie kommt. Die Heparin-Therapie einer bereits
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bestehenden Praeklampsie ware vor diesem Hintergrund wirkungslos. Zur
Wirksamkeit der prophylaktischen Heparin-Applikation in der Frihgraviditat liegen
noch keine adaquaten klinischen Studien vor. Die bereits zitierte Arbeit von Rey et
al. beschreibt solche prophylaktische Heparin-Effekte bei Anwendung im zweiten
Schwangerschaftstrimester, wenn die trophoblastare Invasion bereits
abgeschlossen ist (74).

Da jedoch im Rahmen der Wachstumsversuche mit der JEG-3-Zelllinie dieser
Arbeit erstmalig nachgewiesen werden konnte, dass Heparin einen signifikanten
Einfluss auf den Trophoblasten hat, in diesem Fall auf die Proliferation, wird
Heparin als mdgliches, die Frihschwangerschaft von Praeklampsie-
Risikopatientinnen  positiv.  beeinflussendes = Medikament, nur  umso
vielversprechender. Klinische Studien zur Férderung einer adaquaten
Frihschwangerschaft bei Praeklampsie-Risikopatientinnen mit der Kombination
aus Heparin und zu diesem Zweck bereits eingesetzten ASS scheinen daher
diskussionswuirdig. Dies gilt v.a., da Heparine, wie bereits erlautert nicht
plazentagéngig sind und in Kombination mit ASS bei Patientinnen mit
Antiphospholipidsyndrom und einhergehenden rezidivierenden Aborten bereits
therapeutisch eingesetzt werden.

Das Hauptproblem in der Prophylaxe der Praeklampsie ist, dass es aktuell keine
verlassliche Methode gibt, um vor der 22. bis 24. SSW Risikopatientinnen fir eine
erstmalige Praeklampsie sicher zu identifizieren. Im Zentrum der Forschung zur
Detektion von Risikopatientinnen stehen im Vergleich zu nicht-betroffenen
Schwangeren in ihrer Konzentration veranderte maternale Serum-Proteine wie
z.B. ein erniedrigter PIGF-Spiegel in der 30. bis 33. Schwangerschaftwoche (44).
Der 2013 neu auf den Markt gebrachte Alere Triage® PIGF Kit (Alere GmbH,
Kdéln) schatzt unter Bezugnahme auf das maternale Serum-PIGF als Schnelltest
das Risiko von Frauen mit Verdacht auf Praeklampsie vor der 35. SSW ab.
Dennoch stellt dieser Schnelltest keine zuverldssige Methode zur vorzeitigen
Identifizierung von Risikopatientinnen oder zur Friherkennung der Praeklampsie
dar. Der Schnelltest wird lediglich als Hilfsmittel bei bereits symptomatischen
Patientinnen mit erstmalig und isoliert auftretenden Symptomen der Préaeklampsie,
wie z.B. Bluthochdruck, starken Kopfschmerzen oder Sehstérungen empfohlen
(2). Somit ist auch bei diesem Test das Dilemma des langen Intervalls zwischen
den Ursachen fur das Auftreten einer Praeklampsie und der entsprechenden

61



5. DISKUSSION

Symptomatik — und damit der Anwendungsmadglichkeit des Tests — nicht geldst.
Bei korrekter Anwendung liefert er nach Angaben des Herstellers bei Frauen mit
Verdacht auf Praeklampsie und einem PIGF-Wert < 12 pg/ml vor der 35. SSW
einen positiv pradiktiven Wert von 94 % fur eine Frihgeburt. In diesem Fall wird
eine mittlere verbleibende Zeit bis zur Entbindung von 9 Tagen angegeben. Liegt
der PIGF-Wert jedoch = 12 pg/ml und < 100 pg/ml, sinkt der positiv pradiktive Wert
auf 60 %, und die mittlere verbleibende Zeit bis zur Entbindung steigt auf 23 Tage.
Somit dient dieser Schnelltest lediglich dazu, die Wahrscheinlichkeit einzugrenzen,
ob eine Schwangere mit isoliert auftretenden Praeklampsie-Symptomen innerhalb
kurzer Zeit auch an einer Praeklampsie erkranken wird, mit konsekutiver
Einschatzung dartber, ob eine vorzeitige Entbindung nétig sein wird. Der Test
sagt somit nichts Uber das Langzeit-Risiko fur das Entstehen einer Praeklampsie
aus. Damit erscheint auch eine praventive medikamentdse Intervention auf
Grundlage eines prognostisch auffalligen, biochemischen Tests nicht mdéglich.
Dies gilt v.a. in Zusammenhang damit, dass die aktuell eingesetzte
leitliniengerechte medikamentdse Prophylaxe mit niedrig dosierter ASS (50 bis
150 mg/d) lediglich bei Beginn vor oder spatestens in der 16.
Schwangerschaftswoche positive Auswirkungen auf den Schwangerschaftsverlauf
nimmt, indem sie die Rate von schwerer Praeklampsie signifikant zu reduzieren
vermag (75).

Das Forschungsfeld zur rechtzeitigen Detektion von Risikopatientinnen ist weit.
Unter der Hypothese, dass der Praeklampsie eine systemische Inflammation
vorangehe oder mit dieser einherginge, wurde die Konzentration
inflammatorischer Zytokine im maternalen Serum zwischen der 30. und 33. SSW
untersucht, die jedoch keinen pradiktiven Wert zu haben scheint (58). Auch der
Spiegel fetaler und maternaler cfDNA (zell-freie DNA) im maternalen Plasma
zwischen der 11. und 13. Schwangerschaftswoche steht in keinem
Zusammenhang mit spateren Schwangerschaftskomplikationen wie der
Praeklampsie (69). Ein an 60.000 Schwangeren durchgeflihrtes Ersttrimester-
Screening, beruhend auf der Kombination von mdatterlicher Biochemie, Doppler
der A. uterina mit Augenmerk auf den Pulsatilitatsindex, MAP (mittlerer arterieller
Blutdruck), PAPP-A (serum pregnancy-associated plasma protein-A), ein
schwangerschaftsassoziiertes Plasmaprotein im maternalen Serum, und PIGF
ergab eine ausreichend hohe Aussagekraft fir die Pradiktion der frihen
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Praeklampsie (1, 68). Aktuell liegen jedoch keine Interventionsstudien vor, die bei
diesen im Rahmen des Erstirimester-Screenings als Risikopatientinnen
identifizierten Frauen den Vorteil einer wie auch immer gearteten medikamentdsen
Intervention nachgewiesen hatten. Somit gibt es zur Zeit keine Untersuchung, die
Risikopatientinnen einer Praeklampsie rechtzeitig identifiziert, und konsekutiv die
Notwendigkeit einer medikamentésen Prophylaxe anzeigt.

5.2.2 Konzentrationsabhidngige Wachstumsversuche der JEG-3-Chorion-
karzinom-Zelllinie mit VEGF¢5

Nach Behandlung mit 1 ng/ml VEGFs5 zeigte sich nach Sauerstoffentzug bei
einem FKS-Gehalt des Mediums von 3,3 % eine nicht signifikante und bei einem
FKS-Gehalt des Mediums von 1 % eine signifikante Stimulation der Proliferation.
FOr jeden der vier Versuchsarme zeigte sich konstant eine Abnahme der
Proliferation mit steigender VEGFg5-Konzentration, welche z.T. tendenziell
erkennbar, z.T. jedoch auch im signifikanten Bereich lag.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass VEGF1¢5 in niedrigen Konzentrationen, v. a.
unter hypoxischen Bedingungen, die Proliferation von Chorionkarzinom-Zellen und
somit Trophoblasten férdert und eine steigende VEGF1g5-Konzentration invers mit
der Hemmung der Proliferation der Chorionkarzinom-Zellen bzw. Trophoblasten
einhergeht. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen der Arbeitsgruppe
um Athanassiades et al. (5). Diese zeigte, dass VEGF121 konzentrationsabhangig
die Proliferation humaner extravilléser Trophoblastzellen im ersten Trimester
stimuliert, jedoch konnten diese Effekte mit exogen zugefiihrtem VEGFqgs nur
nach zusatzlicher Verwendung von Plasmin, um die Heparin-Bindungsstellen
aufzuspalten, oder HSPGs, um die Heparin-Bindungsstellen zu blockieren,
erreicht werden. VEGFg5, eine heparinbindende Isoform, wurde hier in einem
Versuchs-Arm zusammen mit Plasmin inkubiert, um die Heparin-Bindungsstellen
aufzuspalten, in einem anderen Versuchs-Arm mit HSPGs, um die Heparin-
Bindungsstellen zu blockieren. Somit ware eine Fortfihrung unserer Versuche in
Kombination mit zusatzlichem Einsatz von Plasmin oder HSPGs interessant, um
die Veranderung in der Proliferationssteigerung im Vergleich zu den hier ohne
Plasmin und HSPGs durchgefiihrten Versuchen zu sehen. Bei Bestatigung der
konzentrationsabhédngigen Stimulation der Trophoblasten-Proliferation durch
VEGF1g5 ware nach umfangreichen Sicherheitstests ahnlich wie bei Heparin sein

63



5. DISKUSSION

Einsatz im Rahmen klinischer Studien zur F&érderung einer sich adaquat
entwickelnden Frihschwangerschaft bei Risikopatientinnen zu diskutieren.

5.2.3 Konzentrationsabhangige Wachstumsversuche der JAR-Chorion-
karzinom-Zelllinie mit Heparin

Nach Behandlung der JAR-Zellen zeigte sich unter atmosphérischen Bedingungen
eine dhnliche, jedoch nicht signifikante, Entwicklung wie bei der Behandlung der
JEG-3-Zellen mit Heparin. Nach Sauerstoffreduktion lie3 sich keine verwertbare
Veranderung der Proliferation verzeichnen. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint es
zwar so, als wére der Heparin-Einfluss auf die JAR-Zellen deutlich niedriger als
auf die JEG-3-Zellen, jedoch lasst sich auch durch Betrachtung dieser Ergebnisse
die These stltzen, dass Heparin seine Wirkung lediglich unter atmosphéarischen
Bedingungen entfaltet und diese verliert, sobald ein Sauerstoffmangel im Gewebe
besteht. Weiterhin besteht die Méglichkeit, dass der FKS-Gehalt des Mediums zu
niedrig war und somit das Nahrstoffangebot nicht ausreichte um die Zellen zu
einer adaquaten Reaktion auf den angebotenen Reiz zu beféhigen. Daher ware
auch hier eine Fortfiihrung der Versuchsreihe mit héheren FKS-Konzentrationen
des Mediums interessant, um etwaige Defizite der Untersuchungsbedingungen
auszugleichen und ein deutlicheres, vielleicht sogar signifikantes Ergebnis zu
erzielen. Die Ahnlichkeit der Ergebnisse zu der Versuchsreihe mit der JEG-3-
Chorionkarzinom-Zelllinie stitzt dennoch die Hoffnung auf eine positive
Beeinflussung der Frihschwangerschaft von Praeklampsie-Risikopatientinnen
durch den Einsatz von Heparin.

5.3 Einfluss der Sauerstoffreduktion auf die Expression der Heparanase-
mRNA in der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie

Die Expression des HPSE-Gens unter atmospharischen Bedingungen
(wassergesattigte Atmosphare von Raumluft und 5% CO, bei 37°C)
unterscheidet sich nicht signifikant von der Expression des HPSE-Gens unter
Sauerstoffreduktion (2 % Oz, 5 % CO,). Es ist lediglich eine minimal vermindert
exprimierte HPSE unter Sauerstoffreduktion zu beobachten. Die Hypoxie hat als
alleiniger Faktor somit keine Auswirkung auf die Heparanase-Expression in
Chorionkarzinom-Zellen und somit putativ auch nicht auf die des Trophoblasten.
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5.4 Einfluss von Heparin auf die Expression der Heparanase-mRNA in der
JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie

Die Ergebnisse zeigen tendenziell, jedoch nicht signifikant, eine Hemmung der
Expression der Heparanase-mRNA unter atmosphéarischen und eine Stimulierung
der Expression der Heparanase-mRNA unter hypoxischen Bedingungen in der
JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie. Somit I1&sst sich die etablierte Ansicht einer unter
hypoxischen bzw. ischamischen Bedingungen vermehrt exprimierten Heparanase
zwar tendenziell auch im trophoblastaren Modell nachvollziehen, dieses Ergebnis
bezieht sich jedoch ausschlieBlich auf den Einfluss des Heparins, da die Hypoxie
allein  keine Stimulation der Expression auslést. Der beschriebene
proliferationsférdernde Effekt des Heparins scheint jedoch nicht in direktem
Zusammenhang mit der Heparanase zu stehen, da die Heparanase unter

atmospharischen Bedingungen sogar vermindert exprimiert wird.

5.5 Einfluss von VEGF auf die Expression der Heparanase-mRNA in der
JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie

Unter Einfluss von VEGFi5 zeigt sich unter atmosphérischen Bedingungen
Uberwiegend eine nicht signifikante Hemmung der Heparanase-Expression und
unter hypoxischen Bedingungen Uberwiegend eine nicht signifikante Stimulation
der Heparanase-Expression. Hierzu passt, dass VEGF seine Wirkung als
Reaktion auf einen hypoxischen Reiz auslbt (6, 38), um die Blutversorgung der
Gewebe bei Unterversorgung zu gewahrleisten bzw. wieder zu normalisieren.
Jedoch lasst sich keine konstante Korrelation zwischen der VEGFig5-
Konzentration und dem AusmaB der HPSE-Expression feststellen, sodass
VEGFi65 wahrscheinlich keinen direkten Einfluss auf die trophoblastare
Heparanase-Expression austibt.

5.6 Einfluss von Heparin auf die Expression der Heparanase in der JAR-
Chorionkarzinom-Zelllinie

Die Expression der HPSE-mRNA konnte in diesem Versuchsansatz durch
Behandlung mit Heparin nicht signifikant beeinflusst werden. Es zeigte sich zwar
eine tendenzielle Hemmung der HPSE-mRNA-Expression, die Expression war
jedoch insgesamt in den durchgeflihrten g-PCRs so niedrig, dass sich die

Heparanase nur schwer quantifizieren lie3 und die Ergebnisse wie bereits auf S.
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48 ausgeflhrt, als technisch anspruchsvoll anzusehen sind. Auch die schwierige
Kultivierung der JAR-Chorionkarzinom-Zelllinie mag zu diesen Ergebnissen
beitragen. Eine  Wiederholung der Experimente unter veradnderten
Kultivierungsbedingungen, wie z.B. einem hdheren FKS-Gehalt des Mediums
ware daher in Betracht zu ziehen, um die hier nur tendenziell erkennbare
Regulierung der HPSE in der JAR-Chorionkarzinom-Zelllinie zu reproduzieren und

eventuelle Signifikanzen herausarbeiten zu kdnnen.

5.7 Ausblick

Die Durchfiihrung der Wachstumsversuche wie auch der Untersuchung der
HPSE-mRNA in einer wassergesattigten Atmosphéare von Raumluft und 5 % CO,
bei 37 °C einerseits und unter Sauerstoffreduktion mit 2 % O, und 5 % CO-
andererseits erfolgte, um in einem Versuchsarm maoglichst physiologische
Bedingungen und in dem anderen Versuchsarm mdglichst die Bedingungen zu
schaffen, welche in utero bei Patientinnen mit fehlerhafter Plazentation,
Implantation und daraus resultierender Praeklampsie herrschen. Durch
Veranderung dieser Einflussfaktoren lieBen sich eventuell noch deutlichere
Ergebnisse provozieren. Die Reduktion des FKS-Gehalt des Mediums auf 3,3 %
und 1 % im Rahmen der Versuche mit der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie
wiederum sollte eine Mangelsituation provozieren, in der ein fir die Zellen
minimales Angebot an flr ihren Stoffwechsel notwendigen Substanzen herrschte.
Hierdurch konnte ausgeschlossen werden, dass die durch die Testsubstanzen
erzielten Effekte auf einem Nahrstoffiiberangebot bzw. naherungsweise
physiologischen Bedingungen beruhte. Bei Betrachtung der Ergebnisse der
Wachstumsversuche féllt jedoch auf, dass mit Zunahme der Mangelsituation durch
Reduktion des FKS-Gehalt des Mediums und durch zuséatzliche
Sauerstoffreduktion die Signifikanz der Ergebnisse nach Behandlung mit Heparin,
tendenziell jedoch auch nach Behandlung mit VEGFes, ricklaufig ist. Es stellt sich
hierdurch die Frage, ob die provozierte Mangelsituation so gro3 war, dass die
Zellen unfahig waren, auf den gebotenen Reiz einer Zugabe von VEGFies bzw.
Heparin zu reagieren. Es ware eine interessante Folge-Fragestellung, ob und
wenn ja, wie sich die Ergebnisse bestatigen bzw. verédndern lassen wirden, wenn
man den FKS-Gehalt des Mediums weniger stark reduzieren, eventuell sogar tber
die vom Hersteller empfohlene Kulturkonzentration von 10 % erhdéhen wirde.
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Diese Fragestellung scheint umso interessanter, da die JAR-Chorionkarzinom-
Zelllinie in Vorversuchen mit reduziertem FKS-Gehalt des Mediums nicht flhrbar
war. Die von Matziolis et al. bei in-vitro Versuchen verwendeten Konzentrationen
unfraktionierten Heparins zur Proliferationssteigerung humaner Osteoblasten
dienten uns als Orientierungshilfe und lieferten hierzu weitere interessante
Aspekte. Die Arbeitsgruppe stellte einen Anstieg der Proliferation beginnend ab
0,1 IE/ml Heparin fest, welcher sein Maximum bei 1 IE/ml Heparin aufwies. Nach
Behandlung mit 100 und 1.000 IE/ml Heparin trat hier eine Hemmung der
Zellproliferation ein. Die Arbeitsgruppe vermutete eine komplexe Signalkaskade
als Ursache der konzentrationsabhangig ambivalenten Beeinflussung der
Proliferation durch Heparin. Weiterhin konnten Matziolis et al. eine Abhangigkeit
der Osteoblastenproliferation von dem FKS-Anteil im Medium feststellen.
Untersucht wurden hierbei FKS-Konzentrationen von 0% bis 40 %. Im
Synergismus beider Substanzen konnte eine optimale Stimulation der
Osteoblasten-Proliferation im Patientenserum bei einem FKS-Gehalt des Mediums
von 10 % und einer Heparin-Konzentration zwischen 0,1 und 1 IE/ml
nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse bestatigen somit die Annahme, dass
im FKS fur die Zellproliferation unabdingbare Substanzen enthalten sind (54).
Daher scheint es vielversprechend, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten
Wachstumsversuche mit der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie und der JAR-
Chorionkarzinom-Zelllinie und Behandlung der Zellen mit Heparin zu erganzen. Im
Rahmen erweiterter Untersuchungen sollten dann analog zu der Arbeit von
Matziolis et al. breit gestreute FKS-Konzentrationen von 0 % bis 40 % bei der
JEG-3-Zelllinie und 10 % bis mindestens 40 % bei der JAR-Zelllinie untersucht
und in Zusammenhang mit den auch in dieser Arbeit untersuchten Heparin-
Konzentrationen gebracht werden. Bezlglich der Wachstumsversuche mit der
JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie und VEGFes ist in Erwdgung zu ziehen, diese
Versuche orientierend an der Arbeitsgruppe von Athanassiades et al.
durchzufiihren. Dies wirde Behandlungen mit VEGFis in Kombination mit
Plasmin bzw. HSPGs oder auch mit VEGFi21, einer nicht Heparin-bindenden
Isoform, beinhalten. Die letztgenannte Arbeitsgruppe hat mit diesen Versuchen
aussagekraftigere bzw. signifikante Ergebnisse bezlglich der Proliferation
humaner invasiver extravilléser Trophoblasten im ersten Trimenon im Vergleich zu

ausschlieBlicher Behandlung mit VEGF 5 erzielt (5). Weiterhin kann in Erwagung
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gezogen werden, die Versuchswiederholungen, wie auch die mit Heparin, analog
zu der Arbeit von Matziolis et al. mit einer Austestung verschiedener FKS-
Konzentrationen des Mediums von 0 % bis 40 % zu kombinieren. Liel3e sich die
Trophoblasten-Proliferation durch Modulation dieser Aspekte signifikant
beeinflussen, wirden Heparin und VEGFis, als die Entwicklung der
Frihschwangerschaft foérdernde Substanzen in ihrer Bedeutung fur die
Praeklampsie-Forschung zunehmen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Heparin-Natriumsalz aus intestinaler
Schweinemukosa mit einem Molekulargewicht zwischen 17 und 19 kDa
verwendet. Diese Entscheidung basiert auf den Ergebnissen der Arbeitsgruppe
von Fluhr et al. von 2011. Diese vermutete, dass GréBe und Ladung des
verwendeten Heparins und seine antikoagulatorischen  Effekte die
Dezidualisierung humaner endometrialer Stromazellen beeinflussen. Versuche mit
hochsulfatierten Polysacchariden mit einem Molekulargewicht tber 17 kDa galten
daher als vielversprechend (30). Weiterhin wéare es interessant, eventuelle
Unterschiede in der Wirkung zwischen dem hier verwendeten unfraktionierten,
also hochmolekularen Heparin und niedermolekularen Heparinen bezuglich der
von uns gestellten Fragestellung herauszuarbeiten. Dies gilt v.a. unter dem
Gesichtspunkt, dass Heparine in der Schwangerschaft samtlich keine Zulassung
haben und somit lediglich als off-label-use einsetzbar sind (11). Flar samtliche
antikoagulatorische Indikationen auf Heparinbasis in der Schwangerschaft werden
aktuell niedermolekulare Heparine empfohlen (9), da bei diesen Substanzen von
einer sehr guten Effektivitdt bei gleichzeitig akzeptablem Sicherheitsprofil
ausgegangen wird (8, 33). Laut den aktuellen ACCP- (American College of Chest
Physicians) Leitlinien sind NMH (niedermolekulare Heparine) bezlglich der
Therapie von VTE (Vendse Thrombembolie), ACS (Akutes Koronarsyndrom) und
der Prophylaxe bei Hochrisiko-Patientinnen mindestens so sicher und effektiv wie
UFH (unfraktioniertes Heparin). Die Inzidenz von Blutungen bei Anwendung von
NMH in der Schwangerschaft ist insgesamt niedrig und signifikant geringer als bei
unfraktioniertem (Standard-) Heparin. Weiterhin ist sowohl das Risiko einer HIT als
auch einer symptomatischen Osteoporose unter Therapie mit NMH deutlich
niedriger als mit UFH. Daher empfiehlt das ACCP NMH statt UFH zur Pravention
und Therapie vendser thrombembolischer Ereignisse bei Schwangeren (9). In
Zusammenschau stellt sich somit die Frage, ob hoch- oder niedermolekulare
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Heparine im Rahmen der Praeklampsie-Prophylaxe bzw. ggf. -behandlung
verwendet werden kénnten. Diese Frage erscheint umso zentraler, da
leitlinienkonform bis heute zur Sekundar-Prophylaxe lediglich niedrigdosierte
Acetylsalicylsaure (50 bis 150 mg/d) eingesetzt wird. Die Verwendung von Heparin
zur Praeklampsie-Prophylaxe bleibt aktuell experimentellen Therapieanséatzen
vorbehalten. In der Literatur finden sich kontroverse Stellungnahmen. Einerseits
gab es Hinweise auf ein verbessertes Outcome von Mutter und Kind nach
Behandlung mit niedrigdosierter Acetylsalicylsdure in  Kombination mit
niedermolekularem Heparin (28, 55) oder nach alleiniger Behandlung mit
niedermolekularen Heparinen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (43).
Andererseits zeigte sich in anderen Untersuchungen ein fehlender Benefit bei
alleiniger Gabe niedermolekularer Heparine im Vergleich zur lediglich
Uberwachten  Kontrollgruppe (53). Heparin  selbst wird in  diversen
Veréffentlichungen als Hemmstoff der HPSE und daraus folgend als Hemmstoff
der Invasivitat und Metastasierung verschiedener Krebsentitaten beschrieben (13,
14, 15). Wenn nun die Heparanase, wie von Harris et al. 2008 (35) vermutet,
keinen Einfluss auf Implantation und Plazentation nimmt, sondern eine
anderweitige, bislang nicht bekannte Funktion ausibt, wirde eine Hemmung der
Heparanase durch eine prophylaktische Gabe von Heparin in der
Frihschwangerschaft keinen negativen Einfluss auf die Implantation der Frucht
und Plazentation austben. Die vermutete positive Wirkung von Heparin auf die
Entwicklung der Frihschwangerschaft und seine hemmende Wirkung auf die
Heparanase stliinden somit in keinem direkten Widerspruch zueinander.

Die Expression der HPSE-mRNA in der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie wird
durch 0,1 U/ml Heparin unter atmospharischen Bedingungen tendenziell
gehemmt, unter Sauerstoffreduktion tendenziell stimuliert. Auch hier wéare es
interessant, die Veranderung der Ergebnisse unter einem erhéhten FKS-Gehalt
des Mediums zu beobachten. Sollten den Chorionkarzinom-Zellen unter den in
dieser Arbeit reduzierten FKS-Werten des Mediums essentielle, z.T. noch nicht
naher zu bezeichnende Wachstumsfaktoren fehlen, kénnte durch das
ausreichende Angebot dieser Faktoren eventuell eine Signifikanz in den
Ergebnissen erreicht werden. Zu erwarten ware in diesem Fall eine signifikante,
konzentrationsabhangige Beeinflussung der HPSE-mRNA-Expression bei 0,1

U/ml Heparin, im Einzelnen eine signifikante Hemmung unter atmosphéarischen
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Bedingungen und eine signifikante Stimulation unter Sauerstoffreduktion. Sollten
sich die Stimulation der Proliferation, wie nach der Arbeit von Matziolis et al. zu
erwarten, erhdhen, der erhdhte FKS-Gehalt jedoch keinen Einfluss auf die
Expression der HPSE-mRNA nehmen, kdnnte man weitestgehend ausschlieB3en,
dass dieser Effekt in Zusammenhang mit der Heparanase stinde. Nach
Behandlung der JEG-3-Chorionkarzinom-Zelllinie mit VEGF1s5 zeigt sich eine
tendenzielle Hemmung der HPSE-mRNA-Expression unter atmosphéarischen und
eine tendenzielle Stimulation der HPSE-mRNA-Expression unter hypoxischen
Bedingungen. Die Regulationen bewegen sich jedoch Uberwiegend in so
minimalen Bereichen, dass nicht von einer konstanten und deutlichen
Reproduzierbarkeit gesprochen werden kann. Auch diese Versuchsreihe kdnnte
durch Austestung héherer FKS-Gehalte des Mediums deutlichere, vielleicht sogar
signifikante Werte annehmen. Sollte dies nicht der Fall sein, die Proliferation sich
unter erhéhten FKS-Gehalten des Mediums jedoch deutlich veréandern, wirde
dieser Effekt nicht Uber die Heparanase reguliert. Die Expression der HPSE-
MRNA in der JAR-Chorionkarzinom-Zelllinie nach Behandlung mit Heparin zeigt
eine konstante Herunter-Regulierung des Gens. Diese ist zwar nur tendenziell zu
verzeichnen, lieBe sich aber eventuell durch Erhéhung des FKS-Gehalts steigern.
Diese Versuche sollten somit im Rahmen aufbauender Untersuchungen der
HPSE-mRNA-Regulation wiederholt und bestatigt werden. Die Hemmung der
Heparanase-Expression durch Heparin ist fest etabliert und wurde in der Literatur
bereits u.a. in Myelomzellen im Tiermodell (15), in humanen pé&diatrischen
Sarkomzellen (14) und in Mammakarzinom-Zellen (50), jedoch bislang noch nicht
im Trophoblasten-Modell beschrieben. Der im Rahmen dieser Arbeit festgestellte
konstante Zusammenhang zwischen Heparin und einer Hemmung der
Heparanase-Expression im Trophoblasten unter atmospharischen Bedingungen
deckt sich somit mit den Ergebnissen beziglich anderer Zellmodelle und stellt
gleichzeitig aufgrund seiner erstmaligen Aufdeckung einen neuen Aspekt in
Zusammenhang mit der Implantation und Plazentation und konsekutiv mit der
Praeklampsie dar. Wie bereits ausgeflihrt, sollten die Versuche auf Grundlage der
in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse fortgeflihrt werden, um die bisherigen
Ergebnisse zu stitzten und die Validitdt der beobachteten Zusammenhange
auszubauen. Dies ist insbesondere in Betracht zu ziehen, da das Vorhandensein
der Heparanase v.a. in den JAR-Chorionkarzinom-Zellen im Western Blot deutlich
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nachgewiesen wurde und die tendenzielle Hemmung der HPSE-mRNA-
Expression mit der bereits beschriebenen Hemmung der HPSE durch Heparin in
Karzinom- und Metastasierungs-Modellen Ubereinstimmen wirde. Eine Hemmung
der HPSE-Expression durch Faktoren, die in diesem Versuchsmodell nicht
untersucht wurden, liegt als Grund fur die Diskrepanz zwischen kaum
quantifizierbarer HPSE-mRNA in der g-PCR und deutlichem HPSE-Nachweis im
Western Blot in der JAR-Chorionkarzinom-Zelllinie im Bereich des Mdglichen. In
der Literatur finden sich entsprechende Hinweise, z. B. auf eine Inaktivierung des
Heparanase-Promotors durch Cytosin-Methylierung, u.a. in humanen JAR-
Chorionkarzinom-Zellen. In diesen Zellmodellen konnte erst nach Anwendung
demethylierender Substanzen Heparanase mRNA, Protein und enzymatische
Aktivitat nachgewiesen werden. Weitere Regulationsméglichkeiten  der
Heparanase, etwa durch p53, TNF-a, IF-y, Ostrogen und Glukose, sind bekannt
(61). Somit bleibt die Méglichkeit, dass die Expression der Heparanase in
unserem JAR-Modell durch eine diesbezilglich nicht bekannte Regulation
moglicherweise verhindert wurde. Die JEG-3-Zelllinie hingegen zeigt im Western
Blot eine deutlich niedrigere HPSE-Konzentration, reagiert jedoch, zumindest
beziglich der Proliferation, deutlich starker auf den Einfluss von Heparin und auch
auf den von VEGFqes. Dieser Einfluss scheint v.a. in Zusammenhang mit den
Wachstumsversuchen unter Einfluss von Heparin umso mehr abzunehmen, desto
gréBer die Mangelsituation ist, in welcher sich die Zellen befinden. Die
Wachstumsversuche mit VEGF g5 scheinen davon deutlich weniger beeinflusst zu
sein. Die Expression der HPSE-mRNA zeigt sich unter Heparin deutlicher, jedoch
auch unter VEGFs5 unter atmospharischen Bedingungen tendenziell gehemmt,
unter hypoxischen Bedingungen tendenziell stimuliert. In Hinblick auf beide
Chorionkarzinom-Zelllinien fallt auf, dass die JAR-Zelllinie zwar mehr Heparanase
exprimiert, jedoch nur eine minimale Reaktion auf die angebotenen Reize zeigt.
Die JEG-3-Zelllinie hingegen exprimiert deutlich weniger Heparanase, reagiert
jedoch deutlich starker auf Heparin und auch auf VEGFg5. Diese Konstellation
legt die Vermutung nahe, dass der Einfluss von Heparin auf die Proliferation
beider Chorionkarzinom-Zelllinien unabhangig von der Heparanase vermittelt wird.
Dennoch ist auch eine Inaktivierung der Heparanase, wie auf S. 71 beschrieben,
als mogliche Ursache in Erwagung zu ziehen. Die Ergebnisse der

Expressionsuntersuchungen scheinen zu gering, um einen fundierten Vergleich
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aufstellen zu kénnen. Es findet sich in der Tendenz jedoch eine Hemmung der
mRNA-Expression unter atmospharischen und eine Stimulation unter hypoxischen
Bedingungen. Ein Zusammenhang zu den getesteten Heparin- und VEGF45-
Konzentrationen Iasst sich jedoch nicht finden. Umso wichtiger ware es, wie
bereits erlautert, v.a. die Expressionsversuche unter Verwendung anderer FKS-
Konzentrationen des Mediums fortzufihren, da eine Beeinflussung der HPSE-
Expression durch Heparin und VEGFs5 zwar aktuell unwahrscheinlich scheint,
jedoch nicht ausgeschlossen werden kann. Besonders eine Stabilisierung der
Kultivierung und Testung der JAR-Zelllinie scheint mit dem hohen HPSE-Gehalt
vielversprechend.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zur Beantwortung der Interaktion von
Heparin(en) mit dem Trophoblasten und der Heparanase in einem ersten Schritt
die Proliferation der Chorionkarzinom-Zellen als Modell fir den Trophoblasten
nach Behandlung mit Heparin oder VEGF 65 bestimmt. Die Proliferationsrate der
Zellen lasst jedoch nicht auf die Invasivitat dieser Zellen schlieBen, welche fir eine
adaquate Plazentation und Implantation unabdingbar ist. Da die Frage, ob die
Heparanase unter bestimmten Bedingungen Einfluss auf die Invasion des
Trophoblasten in die Dezidua nimmt noch nicht abschlieBend geklart ist, kdnnte in
weiterfilhrenden Untersuchungen somit auch ein Fokus auf der Anderung der
Invasivitat der Chorionkarzinom-Zelllinien liegen.

In einem zweiten Schritt wurde die Konzentration der Heparanase, welche
nachweislich in den untersuchten Zelllinien exprimiert wird, nach Behandlung mit
Heparin oder VEGF1¢s im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt. Die
Konzentration des Enzyms spiegelt allerdings nicht zwingend dessen
Aktivitatsgrad wieder. Somit mulsste, um eine weitere Aussagen Uber die
Beeinflussung der Heparanase durch Heparin und VEGFgs5 treffen zu kénnen, die
Aktivitat der Heparanase nach Behandlung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe naher bestimmt werden.

Wiirden Invasivitdt der Chorionkarzinom-Zelllinien sowie die Aktivitat der
Heparanase in diesem Setting bestimmt, ware die Aussage Uber die
Beeinflussung der trophoblastaren Implantation und Plazentation durch Heparin

und VEGF1gs um relevante Aspekte erweitert.
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Zu den fur Schwangere und Foétus die hichste Gefahr bezlglich Morbiditat und
Mortalitdt darstellenden Erkrankungen z&hlen schwangerschaftsassoziierte
Hypertonien, allen voran die Praeklampsie. lhnen zugrunde liegt nach heutigem
Wissensstand eine gestérte Plazentation und Implantation sowie eine veranderte
Aktivitat des maternalen Gerinnungssystems. Die Heparanase férdert, beeinflusst
durch Heparin, das Fortschreiten karzinomatéser Erkrankungen u.a. durch
Forderung der Zellproliferation und Metastasierung und bewirkt dies z.T. Uber eine
Freisetzung von Wachstumsfaktoren. Hierzu gehért der proangiogenetische
Vaskular Endothelial Growth Factor, dessen Synthese durch Hypoxie induziert
wird und der mit der Praeklampsie in Zusammenhang steht. Da sich der Progress
einer  karzinomatdésen  Erkrankung &hnlich der Einnistung in  der
Frihschwangerschaft gestaltet, namlich auf der Invasion eines Gewebes in ein
anderes und der Ausbildung neuer versorgender BlutgefaBe beruht, liegt nahe,
dass die Heparanase in beiden Prozesse eine ahnliche Rolle einnimmt. Genauere
Erkenntnisse  dieses Zusammenhangs kdnnten fir die  Entwicklung
prophylaktischer MaBnahmen zur Praeklampsie von Bedeutung sein. Im Zentrum
dieser Arbeit steht die Frage nach Zusammenhangen zwischen im Trophoblasten
exprimierter Heparanase und dem Einfluss von Heparin und VEGF1es auf deren
Expression und auf das Wachstum der Zellen. Als Modell fir den Trophoblasten
dienten etablierte Chorionkarzinom-Zelllinien, deren Proliferation im Rahmen von
Wachstumsversuchen und deren Expression der Heparanase-mRNA mit der g-
PCR unter Einfluss von Heparin oder VEGFis5 unter atmosphéarischen und
hypoxischen Bedingungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle untersucht
wurde. Die Expression der Heparanase in den Zelllinien wurde durch einen
Western Blot bestéatigt.

Heparin férdert in niedrigen Konzentrationen unter atmosphérischen Bedingungen
signifikant die Proliferation von Chorionkarzinom-Zellen. Dieser Effekt scheint
nach den Ergebnissen dieser Arbeit jedoch nicht Uber die Heparanase vermittelt
zu werden, da diese unter identischen Bedingungen tendenziell verringert
exprimiert wird. Unter hypoxischen Bedingungen konnten keine reproduzierbaren
Ergebnisse unter Heparin-Einfluss verzeichnet werden, was jedoch daran liegen
kénnte, das die provozierte Mangelsituation zu gro3 war. VEGFies hemmt mit

steigender Konzentration v.a. unter atmosphéarischen, weniger unter hypoxischen
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Bedingungen, z.T. deutlich signifikant das Wachstum der Chorionkarzinom-Zellen,
die Heparanase selbst zeigt sich jedoch kaum vermindert exprimiert, womit ein
Zusammenhang zwischen der VEGF-Konzentration und der Heparanase-
Expression in unserem trophoblastéaren Modell nicht bestatigt werden konnte.

Die erstmalig gezeigte, signifikante konzentrationsabhéngige Stimulation der
Trophoblast-Zellproliferation durch Heparin, welches nicht die Plazentaschranke
passiert, spricht fir Heparin als eine vielversprechende Substanz in Hinblick auf
die Praeklampsie-Prophylaxe und scheint in Bezug auf klinische Studien zur
Férderung der Frihschwangerschaft bei Praeklampsie-Risikopatientinnen
diskussionswurdig. Die Heparanase-Prasenz in einer der Zelllinien kénnte flr eine
zentrale Rolle im Prozess der Plazentation und Implantation sprechen, die es im
Rahmen von Aktivitats- und Invasivitats-Untersuchungen sowie in nativem

Gewebe weiter zu definieren gilt.
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