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Einleitung

1. Einleitung

Alle Saugertiere sind bei einer Schwangerschaft gleichermal3en auf eine
funktionsfahige Plazenta angewiesen. Die Plazenta dient nicht nur der Versorgung
des Embryos mit Nahrstoffen und Sauerstoff, sondern auch dem Abtransport von
CO; und Abfallstoffen, sie erflllt somit die Funktionen von Lunge, Leber und Niere
gleichzeitig. AulRerdem erflllt sie die Aufgabe eines endokrinen Organs, das zur
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft unter anderem die Hormone Progesteron
und im Falle des Menschen auch Choriongonadotropin (hCG) synthetisiert. Die
Plazenta wird nach der Befruchtung, wahrend der Praimplantationsphase von der
aulersten Schicht der Blastozyste, dem Trophektoderm (TE), aufgebaut. Dabei
unterscheidet man die Zellen des TE, die uber der inneren Zellmasse, die spater
den Embryo bildet, liegen (animaler Pol) von denen, die uber dem Blastocoel
liegen (muraler Pol). Die Zellen des muralen Pols sind diejenigen, die bei der
Implantation in das Endometrium, dessen stromaler Anteil beim Menschen dann
schon in die Dezidua umgewandelt ist, als primare Trophoblastriesenzellen (TRZ)
eindringen und die ersten maternalen GefalRe erdffnen. Die Umwandlung des
stromalen Endometriums in die Dezidua erfolgt bei der Maus erst wahrend der
Implantation. Die Zellen des animalen Pols bilden dann spater alle anderen Popu-
lationen von Trophoblastzellen aus. Hierzu zahlen im Menschen der Synzytiotro-
phoblast, der villose und extravillose Zytotrophoblast und die sekundaren TRZ. In
der Maus sind dies die Zellen des Labyrinths, des Spongiotrophoblasts und
ebenso der sekundaren TRZ. Obwohl die Funktion der Plazenta in beiden Spezies
dieselbe ist, unterscheiden sie sich in ihrem histologischen Aufbau, wie in Abb.1.1
zu erkennen ist. Es lasst sich allerdings den Plazentenschichten eine starke
physiologische Homologie zuordnen (fiir einen Uberblick siehe Cross, 2000).

Der extravilldse Zytotrophoblast des Menschen entspricht dem Spongio-
trophoblasten in der Maus. Der villdse Trophoblast des Menschen lasst sich dem
Labyrinth der Maus zuordnen. Beide Sauger zeichnet eine Schicht aus TRZ aus,
die das embryonale Plazentagewebe vom Maternalen abgrenzen und fur die Blut-
versorgung des Embryos durch die Eroéffnung von Spiralarterien bzw. maternalen
Arteriolen sorgen. Bei der Maus invadieren spezialisierte Zellen, die Glycogen-
zellen, in das maternale Gewebe wahrend der spaten Phase der Schwanger-

schaft. Welche Funktion diese Zellen aufler der Produktion von IGF sowie der
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Speicherung von Glycogen und damit Energie (Coan et al., 2006) noch erflllen, ist
bisher unbekannt. Es wird ihnen eine Rolle in der Regulation des oxidativen
Stresses und in diesem Zusammenhang in der Einleitung der Geburt zugeordnet
(Burdon et al., 2007).
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Abb.1.1: Vergleich zwischen muriner (A) und humaner (B) Plazenta. Darge-
stellt sind Ausschnitte der feto-maternalen Grenzzonen der jeweiligen Plazenten.
A Der Ubergang von fetalem zu maternalem Gewebe ist bei der Maus am Tag 13
nach der Befruchtung durch TRZ begrenzt und zeichnet sich auf der maternalen
Seite in der reifen Plazenta durch invadierende Glycogenzellen aus. Die maternale
Arteriole ist ebenso mit TRZ ausgekleidet und der Spongiotrophoblast besteht aus
Glycogenzellen und TRZ. Das Labyrinth wird aus Bereichen fetalen Mesenchymes,
die von Synzytio- und Zytotrophoblast umgeben sind und in die maternalen Blutla-
kunen reichen, gebildet. B Beim Menschen (10.-12. Woche) gibt es den villésen
Bereich, der aus Ankerzotten und freien Zotten besteht, die im intervilldsen Raum,
der mit maternalem Blut gefullt ist, schwimmen. Der Stromakern der Zotten ist
jeweils mit Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast umhdallt. Den Abschluss zum
maternalen Gewebe hin bilden hier der extravilldse Zytotrophoblast und auch TRZ,
die auch die Spiralarterien auskleiden (verandert nach Malassine et al., 2003)

Da in Deutschland das Forschen an menschlichen Trophoblastzellen nur in

einem Stadium erlaubt ist, in dem diese schon weit differenziert sind, ist eine
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Untersuchung der frihen molekularen Mechanismen, die zur potentiellen Fehllei-
tung der Plazentaentwicklung fuhren konnen, nur in Tiermodellen moglich. Die
Maus ist ein gut etabliertes Tiermodell, um sowohl embryonale als auch plazenta-
re Entwicklungen zu untersuchen.

In Abb.1.2 sind die Entwicklungsstadien der Plazenta der Maus dargestelit.
Drei Tage nach der Befruchtung (dpc) entsteht die Blastozyste mit dem TE und
der inneren Zellmasse. Die innere Zellmasse bildet alle embryonalen Gewebe und
die extraembryonalen Membranen. Mit der Implantation ins Endometrium, die
einen Tag spater, an Tag 4,5 pc, erfolgt, wird der Ubergang von der autotrophen
zur histiotrophen Ernahrung des Embryos eingeleitet. Diese wird noch bis Tag 8,5
pc andauern und die Ausbildung der verschiedenen Trophoblast-Zelltypen ermog-
lichen (Copp, 1978). An Tag 8,5 fusionieren Allantois, die Ursprung fur fetale
Gefale ist, und Chorion, die Fruchthulle, und erméglichen hierdurch die Differen-
zierung der drei Schichten der murinen Plazenta (Labyrinth, Spongiotrophoblast

und TRZ), die den embryo-fetalen Austausch gewahren.
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Abb.1.2: Plazentaentwicklung der Maus. Entwicklungsstadien von Tag 3,5 bis
Tag 13,5 nach Befruchtung. Gezeigt werden hier besonders die extraembryonalen
Linien und die reife Plazenta. IZM, innere Zellmasse (verandert nach Rossant und
Cross, 2001).

Um die Entwicklung der Plazenta in ihren ersten Anfangen nachvollziehen
und erforschen zu kdnnen, macht man sich das Modell der Trophoblast-Stamm-
zellen (TSZ) zu Nutze. Hierbei wird das TE der Blastozyste auf Mausfibroblasten
als Nahrzellen und mit speziellem Medium, das den Wachstumsfaktor FGF4

enthalt, kultiviert und so die Stammzellen selektiv hochgezogen (siehe Tanaka et
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al., 1998). Um die Zellen auch ohne Nahrzellen kultivieren zu kdnnen, muss man
deren Medium zuvor auf Mausfibroblasten konditionieren, da die Fibroblasten
einen noch unbekannten Faktor ausscheiden, der fur die Erhaltung des Stamm-
zellpotentials der TSZ unentbehrlich ist. Auch der Zeitpunkt der Isolierung der TSZ
ist entscheidend, denn nur das extraembryonale Ektoderm/Chorionektoderm bis
zum Tag 7,5 nach der Befruchtung enthalt Zellen mit diesem Stammzellpotential
(Rossant und Cross, 2001; Uy et al., 2002). Der Entzug der Wachstumsfaktoren
FGF4 und konditioniertem Medium fuhrt zu einer Differenzierung der Stammzellen
entlang der Trophoblastzelllinie, die wie jeder Differenzierungsprozess mit einer
Reduktion der Proliferation einhergeht (Tanaka et al., 1998). Das Modell der TSZ
ist mittlerweile ein anerkanntes Modell zur Untersuchung der frihen Mechanismen
der Plazentaentwicklung (Kibschull et al., 2004). Unter anderem kann man die
Funktionsfahigkeit der TSZ anhand ihres Potentials messen, mit dem sie in vivo in
Gewebe invadieren. Hierzu nutzt man das Nacktmausmodell, bei dem injizierte
Zellen unter der Haut der immundefizienten Mause solide Tumore bilden (Grim-
mer et al., 1999; Kibschull et al., 2003). Die Tumore der TSZ erreichen hierbei ein
Wachstumsmaximum nach sieben Tagen und werden anschlieBend, trotz
Immundefizienz wieder resorbiert. Sie sind von Blutlakunen umgeben, die aus der
Eroffnung der Wirtsgefalde entstanden sind (Kibschull, 2003; Kibschull et al.,
2004).

Die genauen induktiven Reize der frihen Plazentaentwicklung bei Mensch
und Maus sind bisher nicht genau aufgeklart, jedoch spielen in der Plazentaent-
wicklung der Maus Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Cdx2 und Eomes (Chaweng-
saksophak et al., 1997; Russ et al., 2000) oder auch FGF4 (Feldman et al., 1995;
Chai et al., 1998) eine wichtige Rolle. Sicher ist auRerdem, dass die interzellulare
Kommunikation bei beiden Spezies eine signifikante Rolle spielt. Die Kommuni-
kation wird in Zellen von einer speziellen Art von Kanalen, den ,Gap Junctions®
ubernommen. Die Gap Junctions setzen sich aus zwei Halbkanalen, den Conne-
xonen (einem pro Zelle) zusammen, die wiederum aus jeweils sechs Unterein-
heiten, den Connexinen, bestehen. Abb.1.3 zeigt den Aufbau von Gap Junctions

schematisch.

10
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Abb.1.3: Aufbau von Gap Junctions. A Gap Junctions liegen meist in Gruppen
nebeneinander in der Zellmembran, sie bilden durchgangige Kanale, die den Ex-
trazellularraum Uberbricken. Sie sind aus Connexinen aufgebaut, die sich zu
Connexonen zusammenlagern. B Die Struktur eines Connexins zeigt immer vier
Transmembrandomanen, zwei extrazellulare Schleifen sowie einen zytoplasma-
tischen C- und N-Terminus. M: Transmembrandomane; E: Extrazellularschleife; C:
C-Terminus; N: N-Terminus (nach Sohl und Willecke 2004).

Es gibt mehrere Moglichkeiten, wie die Gap Junction Zell-Zell-Verbindun-
gen, die in der Zelle meist in sogenannten ,Plaques® zusammen liegen, aussehen
konnen. Zum einen kdnnen sich Connexine desselben Typs zusammenfinden und
somit einen homomeren Halbkanal bilden, oder es werden unterschiedliche
Connexin-Typen zusammengestellt, was einen heteromeres Connexon zur Folge
hat. Zum anderen kdnnen sich dann auch zwei homomere Halbkanale zusammen-
legen und einen homotypischen Kanal bilden, oder es werden zwei heteromere
oder zwei homomere Connexone unterschiedlicher Connexine zusammengelegt,
was dann als heterotypischer Kanal bezeichnet wird.

Die Funktion und Regulation der Kanale hangt auch von ihrer Connexin-
Zusammenstellung ab. Uber Gap Junctions werden kleine Molekiile bis 1 kD
transportiert. Bisher konnten im Menschen 20, in der Maus 21 verschiedene
Connexinproteine beschrieben werden, die auf verschiedenen Chromosomen und
in verschiedenen Gruppen des Genoms liegen. Eine Zusammenfassung der

bekannten murinen und humanen Connexine zeigt Tab.1.1.

11
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Tab.1.1: Zusammenstellung muriner und humaner Connexine. n.a: nicht ana-
lysiert (verandert nach Sohl und Willecke, 2004 und Willecke et al., 2002)

Murines Connexin | Expressionsort Humanes Connexin
mCx23 n.a. hCx23
n.a. hCx25
mCx26 Leber, Haut, Plazenta, Cochlea, Brust hCx26
mCx29 Myelinisierte Zellen hCx30.2 (hCx31.3)
mCx30 Haut, Hirn, Cochlea hCx30
mCx30.2 n.a. hCx31.9
mCx30.3 Haut hCx30.3
mCx31 Haut, Plazenta hCx31
mCx31.1 Haut (Plazenta) hCx31.1
mCx32 Leber, Schwann-Zellen, hCx32
Oligodendrozyten
mCx33 Testis
mCx36 Neurone hCx36
mCx37 Endothel hCx37
mCx39 n.a. hCx40.1
mCx40 Herz, Endothel hCx40
mCx43 Viele Zelltypen hCx43
mCx45 Herz, glatter Muskel, Neurone hCx45
mCx46 Linse hCx46
mCx47 Hirn, Rickenmark hCx47
mCx50 Linse hCx50
n.a. hCx59
mCx57 Ovar hCx62

Wahrend der Plazentaentwicklung werden verschiedene Connexine in
einem prazisen raumlichen und zeitlichem Muster exprimiert, wobei die Expres-
sion von Cx31 charakteristisch fur den noch undifferenzierten Trophoblasten ist. In
der murinen Blastozyste wird Cx31 noch mit anderen Connexinen exprimiert
(Houghton et al., 2002), was sich mit dem Zeitpunkt der Implantation andert. Ab
jetzt wird Cx31, das keine heterotypischen Kanale bilden kann (Elfgang et al.,
1995), ausschliel3lich im extraembryonalen Ektoderm und dem Ektoplazen-
tarkonus exprimiert (Reuss et al., 1996, 1997; Dahl et al., 1996). Somit erfolgt eine
strikte Trennung von embryonalem (das Cx43 exprimert) und extraembryonalem
Gewebe. Anfang des einundzwanzigsten Jahrhunderts konnte gezeigt werden,
dass ein Verlust von Cx31 als essentielles Protein der Plazentaentwicklung in der
Maus zu einem generellen Verlust von 60% der homozygot defizienten Nachkom-
men fuhrt (Plum et al., 2001). 40% dieser Nachkommen Uberleben, allerdings mit

dem Phanotyp einer massiven plazentaren Dysmorphogenese, die sich in einem

12
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wesentlich dinneren Labyrinth und Spongiotrophoblasten auflert. Die Tropho-
blastriesenzellen sind dagegen normal bis Uberproportional ausgepragt.

Warum 40% der Embryonen Uberleben ist bisher unklar. Eine Mdglichkeit
ware jedoch, dass Cx31.1, welches zum Teil in undifferenzierten Trophoblast-
Stammzellen exprimiert wird, seine Funktion redundant ersetzt und die Funktions-
verluste kompensiert. Kirzlich konnte allerdings gezeigt werden, dass auch
Cx31.1 defiziente Mause Defekte in der Plazentaentwicklung aufweisen (Zheng-
Fischhofer et al., 2007), was eine redundante Funktion dieser Proteine in Frage
stellt. Ebenso kann Cx43 die Funktion von Cx31 in dieser Entwicklung nicht erset-
zen, denn die defizienten Nachkommen weisen ebenso die bekannte plazentare
Dysmorphogenese auf (Kibschull et al., 2005).

Also bleibt die Frage offen, welche Funktion Cx31 in der Rolle der
Regulation der Differenzierung tragt. Hierbei kdnnte es sich um eine Kanalfunktion
handeln, indem ein bestimmtes Signalmolekill durch genau diesen Kanal geflihrt
wird und in der Zielzelle eine Reaktionskaskade in Gang bringt, wie es bei Cx43
und Calcium bekannt ist (Suadicani et al., 2000) oder es konnte sich um den
Carboxyterminus, der die funktionale Domane des Proteins darstellt, selbst han-
deln, der durch die Expression von Cx31 und seine Wechselwirkung mit anderen
Komponenten der Zelle oder den Zellen eine Reaktionskaskade in Gang setzt. Die
genaue Signalfunktion fur Cx31 in der Trophoblastdifferenzierung ist bisher noch
unbekannt.

Um diese Fragestellung genauer zu ergriinden, wendet man in der Con-
nexinforschung sogenannte Gap Junction Blocker an. Diese Substanzen bewir-
ken, dass Gap Junctions fur Untersuchungen transient ausgeschaltet werden. Sie
inhibieren wahrscheinlich Uber eine Veranderung der Membranbedingungen
kurzzeitig und reversibel die physiologische Kanalfunktion der Gap Junctions und
machen so Ruckschlisse auf das Verhalten der Gap Junctions z. B. nach Gabe
von bestimmten Stimuli oder auch von genetisch veranderten Zellen maoglich. Die
Dosierung und Léslichkeit ist von Blocker zu Blocker verschieden. So wird z.B.
Heptanol als stark hydrophobe Flissigkeit in Ethanol gelést, um seine Suspen-
sionsfahigkeit zu erhohen. Allerdings ist bei diesem Blocker auch die generelle
Schadigung der Membranen zu befurchten, was eine sehr geringe Dosierung zur

Folge hat. Heptanol wird auch als Gap Junction-unabhangiger Blocker von Zell-
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Zell-Kommunikation diskutiert (Palani et al., 2007), was diese Substanz flr die hier
gezeigten Versuche unbrauchbar macht.

Weitere bekannte Gap Junction Blocker sind Carbenoxolon (CBX) und 18-
alpha-glycyrrhetinsaure (AGA). Diese sind beide synthetische Derivate der Glycyr-
rhetinsaure (GZA), die gewonnen aus der SufRholzwurzel als Medikament gegen
den Magengeschwur auslosenden Keim Helicobacter pylori und Magenschleim-
hautentzindungen im Allgemeinen eingesetzt wird (Shibata, 2000). Abb.1.4 zeigt

die Strukturformeln der beiden Gap Junction Blocker.

CBX AGA i

HO——C—H,CH,C—C—0

W]

CH,

Abb.1.4: Strukturformeln von Carbenoxolon (CBX) und 18-alpha-glycyrrhe-
tinsaure (AGA). Die beiden Substanzen sind synthetische Derivate der Glycyrrhe-
tinsaure, die in der Lage sind, Gap Junction Kanale unspezifisch zu schliel3en
oder den Transport durch sie zu verhindern.

Die Substanzen weisen beide ein GeruUst aus funf aromatischen Kohlen-
stoffringen auf, die somit sehr wahrscheinlich eine essentielle Rolle in der Wech-
selwirkung mit Gap Junctions tragen. Da aber die Glycyrrhetinsaure selbst keine
inhibierende Wirkung zeigt und als Kontrollsubstanz genutzt wird, stehen die
Seitengruppen der Blockersubstanzen im Vordergrund der Betrachtung. Es wird
angenommen, dass CBX und AGA die Zell-Zell-Kkommunikation unterbrechen,
indem sie die Kanalfunktion der Connexine blockieren. Es konnte gezeigt werden,
dass CBX sowohl elektrische Strome in Meerschweinchen-Zellen (Palani et al.,
2006) als auch Calciumstrome in murinen Neuronen (Wilson et al., 2007) unter-
binden kann. Der genaue Wirkmechanismus von CBX und AGA konnte bisher
nicht beschrieben werden. Der Nachteil dieser Gap Junction Blocker ist, dass sie
nicht spezifisch nur auf ein Connexin, sondern auf alle ahnlich funktionierenden
Proteine wirken. Als spezifischere Moleklle konnten bisher nur sogenannte

,connexin mimetic peptides®, kurze Peptide, die eine bestimmte Aminosaurese-

14



Einleitung

quenz aufweisen, als spezielle Blocker flir Cx37, Cx40 und Cx43 der Ratte gezeigt
werden (Martin et al., 2005). Deshalb und weil in TSZ nur Cx31 und Cx31.1 expri-
miert werden, wurden in den hier dargestellten Versuchen ausschlielllich die
Substanzen CBX und AGA genutzt und von einer sicheren Blockade der Zell-Zell-
Kommunikation ausgegangen.

Es muss festgehalten werden, dass die Gap Junction Blocker nur die
Kanalfunktion von Connexinen storen, nicht aber die Kommunikation von Zellen,
wenn sie Uber eine Protein-Protein-Wechselwirkung von Zelle zu Zelle vonstatten
geht. Da Cx31 defiziente TSZ eine Reduktion in der Proliferation aufweisen
(Kibschull et al., 2004), muss dem Protein eine regulative Rolle in der Proliferation
von murinen TSZ zukommen. Auch die plazentare Dysmorphogenese und die
hohe Abortrate der Cx31 defizienten Embryonen (Plum et al., 2001) sind auf diese
essentielle Rolle von Cx31 zurickzufluhren. Alleine die genaue Wirkweise, wie
Cx31 in die Entwicklung eingreift, ist ungeklart. Es kdnnte hierbei ein Signalmole-
kUl sein, das Uber den Cx31-Kanal transportiert wird und in der Zielzelle eine
Signalkaskade in Gang setzt oder aber es kdnnte eine Wechselwirkung des in der
Membran lokalisierten Cx31 Halbkanals sein, die von Zelle zu Zelle einen Wachs-
tumsstimulus, z.B. in Form von G-Protein gekoppelten Kaskaden, weitergibt.
Dieses waren die beiden Moglichkeiten, die Kanalfunktion oder die Proteinfunktion

des Proteins Cx31, die eine regulative Wirkung ausuben kdonnen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung des Zellkommunikationskanalpro-
teins Cx31 fur die Proliferationsfahigkeit von TSZ darzustellen. Hierbei wurden
Wildtypzellen Cx31 defizienten Zellen und Cx31 Uberexprimierenden TSZ gegen-
Ubergestellt. Die Cx31 defizienten Zellen wurden aus Blastozysten Cx31 defizien-
ter Mauslinien etabliert und kultiviert. Die C31 Uberexprimierenden Zellen wurden
durch Transfektion Cx31 defizienter TSZ mit einem Expressionsvektor, der Cx31
konstitutiv exprimiert, hergestellt (siehe Ergebnisteil). Zusatzlich wurde die Fahig-
keit der Zellklone, in Nacktmausen Tumore zu induzieren, untersucht. Hierbei soll-
te gezeigt werden, ob die An- oder Abwesenheit von Cx31 einen Einfluss auf das

Tumorwachstum hat.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Material und Methoden

2.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterial, Enzyme und Antikoérper

18-alpha-Glycyrrhetinsaure

Sigma, Taufkirchen

Agarose

Invitrogen, Karlsruhe

Ampicillin

Sigma, Taufkirchen

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg

Calcein-AM

Molecular Probes, Karlsruhe

Carbenoxolon

Sigma, Taufkirchen

Connexin31-Primarantikérper (1 :100)

BioTrend, Kdln

DAB

Dako, Hamburg

Desoxynucleotidmix

Genecraft, MUnster

DMEM Invitrogen, Karlsruhe
DMSO Merck, Darmstadt
DNasel Roche, Mannheim
DTT Sigma, Taufkirchen

Esel-anti-Kaninchen Alexa 488 (1:500)

Invitrogen, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Serva, Heidelberg

FCS

Invitrogen, Karlsruhe

FGF4

Tebu Biosciences, Offenbach

Formamid, deionisiert

Serva, Heidelberg

Genotypisierungskit XNAT

Sigma, Taufkirchen

Glycyrrhetinsaure

Sigma, Taufkirchen

Heparin Sigma, Taufkirchen
IPTG Sigma, Taufkirchen
LB-Agar Roth, Karlsruhe
LB-Medium Roth, Karlsruhe
L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe

MiniElute DNA Extraction Kit

Qiagen, Hilden

M-MLYV reverse Transkriptase

Invitrogen, Karlsruhe

Natriumpyruvat

Invitrogen, Karlsruhe
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MWG Biosciences, Ebersberg

PBS Dulbecco

Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin-Losung

Invitrogen, Karlsruhe

Plasmid-Praparationskit DNeasy

Qiagen, Hilden

Propidiumjodid

Sigma, St. Louis, MO, USA

Rinderserumalbumin Fraktion V

Roth, Karlsruhe

RNase A

Roche, Mannheim

RNeasy RNA Praparationskit

Qiagen, Hilden

RPMI 1640

Invitrogen, Karlsruhe

Puromycin

Sigma, Karlsruhe

StreptAB-Komplex-HRP

Dako, Hamburg

Tag-DNA-Polymerase

Genecraft, Munster

Tris/EDTA-Puffer

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin/EDTA-Lésung

Invitrogen, Karlsruhe

Vectashield

Vector Lab, Peterbourgh, UK

Whatman Papier

Biometra, Goéttingen

X-Gal

Sigma, Taufkirchen

Zellkulturplastik

Falcon, Heidelberg

Zytokeratin8 (Troma1)-Primarantikorper
(1:10)

Monoklonaler Antikérper (Hybridoma)
gegen Zytokeratin 8 der Maus (Kemler
etal., 1981)

Alle verwendeten Gerate und hier nicht aufgefliihrten Materialien bzw. Che-

mikalien entsprachen dem allgemeinen Laborstandard und wurden in Analysequa-

litat von den oben aufgefuhrten Firmen bezogen.

2.1.2 Lésungen und Kulturmedien

Moscona 140 mM NaCl, 4 mM KCI, 0,4 mM NaH;PO4xH,0, 0,2 mM
KH,PO4, 12 mM NaHCO3;, 9 mM D-GlucosexH,0, pH 7,4

PBS/BSA 0,5-1 %(w/v) BSA (Fraktion V) in 1x PBS geldst, pH 7,5

EMFI-Medium DMEM, 15 %(v/v) FCS, 1 mM Na-Pyruvat, 100 uyM B-
Mercaptoethanol, 1x Pen/Strep
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TS-Medium RPMI 1640, 20 %(v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Na-
Pyruvat, 100 uM B—Mercaptoethanol, 1x Pen/Strep

FK-TS-Medium 75% (v/v) EMFI-konditioniertes TS-Medium, 25% (v/v) TS-
Medium, 25 ng/mL FGF4, 1 ug/mL Heparin

2.1.3 Bakterienstamme

Zur Anzucht der bendtigten Vektoren wurden transformierte Bakterien des
Stammes Escherichia coli DH10b (Invitrogen, Karlsruhe) mit folgendem Genotyp
verwendet: F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80dlacZAM15 A lacX74 recA1 endA1

araD139 A (ara, leu)7697 galU galK gamma’ rpsL nupG.

2.1.4 Mause

Als Versuchstiere, die zur Entnahme von Organen bzw. zur Gewinnung von
Nahrzellen dienten, wurden ausschlief3lich Tiere der Art Mus musculus verwendet.
Die Haltung erfolgte im zentralen Tierlabor (ZTL) des Universitatsklinikums Essen
unter der Leitung von Prof. Dr. Militzer. Die Mause wurden in einer kontrollierten,
pathogenfreien Umgebung mit reguliertem Tag/Nacht-Rhythmus (12 h/12 h) ge-
halten und hatten unbegrenzten Zugang zu Nahrung und Wasser. Es fanden aus-
schliel3lich den Richtlinien entsprechende autoklavierte Kafige mit Filterhaube
Verwendung.

Alle Organentnahmen und Versuche wurden in Ubereinstimmung mit den
Gesetzen der Bundesrepublik Deutschland sowie des Landes Nordrhein
Westfahlen und mit behordlicher Erlaubnis (Tierschutz-Nummer G743/03 Akten-
zeichen 50.05-230-54/03) durchgeflhrt.

Die Verpaarung der Mause wurden nach Whitten und Champlin (1978)
durchgefuhrt, indem ein Mannchen mit 1-2 Weibchen zusammengesetzt und der
Zeitpunkt der Entdeckung eines Vaginalplugs als Tag 0,5 der Schwangerschaft
festgesetzt wurde.

Als Wildtypstamm diente der Inzuchtstamm C57BL/6J aus der Zucht des
ZTL Uniklinikum Essen.

Die Connexin31 defiziente Mauslinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Willecke (Universitat Bonn) zur Verfugung gestellt und von Dr. Kibschull in Essen

weiter gezuchtet. Durch eine gerichtete Insertion wurde die gesamte kodierende
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Region des Cx31-Gens stromabwarts vom Startcodon sowie der 3 -untranslatierte
Bereich durch ein lacZ-Reportergen und ein neoR-Gen unter der Kontrolle des
MCI-Promotors ersetzt (Plum et al., 2001). Der Hintergrundstamm ist C57BL/6J.
Die Genotypisierung der Tiere erfolgte mittels spezifischer Starteroligonukleotide
(GT1, 2 und 3) wie im entsprechenden Kapitel beschrieben.

Zur Injektion von TSZ wurden athymische Nacktmausse (Han: NMRI nu/nu)
aus der Zucht des ZTL durchgefuhrt. Verwendet wurden mannliche Tiere im Alter

von 4 Wochen bis 4 Monate.

2.1.5 Oligonukleotide und Vektoren

Name Sequenz 5°-3" bzw. inseriertes Gen
GT1 CTGGACTCTGACATGTGCACATAC
GT2 CTACATGCAGGATGACCAGCATAG
GT3 CCACAGATGAAACGCCGAGTTAAC
pCCALLCx31 |Hergestellt von Dr. M. Kibschull

2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung von Mausen

Zur Bestimmung des Genotyps einer Maus wurde dieser ein Stlick des
Ohrlappens oder die dulerste Schwanzspitze mit einer scharfen, sterilen Schere
abgetrennt und in Lysispuffer des Genotypisierungskits der Firma Sigma nach
Herstellerangaben inkubiert und die daraus isolierte DNA anschlieend in eine
Polymerasekettenreaktion nach Herstellerangaben und den entsprechenden
Starteroligonukleotiden eingesetzt. Die Analyse erfolgte wie ublich mittels Agaro-

segelelektrophorese.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
Alle angewandten molekularbiologischen Methoden folgten bekannten
Protokollen, wie sie zum Beispiel in Sambrook et al., 1989 zusammengestellt sind

und werden hier nicht naher erlautert.
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2.2.3 Umgang mit Saugerzellen

Die verwendeten Saugerzellen wurden in Inkubatoren unter 37°C, wasser-
gesattigter Atmosphare und 5% CO; gehalten. Alle Handhabungen an und mit den
Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank (Nuaire) durch-
gefuhrt.

Zur regelmafigen Aufteilung und Verdunnung der Zellen wurden diese aus
adherenter Kultur kurz mit Moscona gewaschen, mit Trypsin/EDTA von der Zell-
kulturschale geldst, vom Trypsin freigewaschen und in entsprechender Verdin-
nung in eine neues Kulturgefald Uberfuhrt. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3
Tage.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe eines CASY-Zellzahlers der Firma
Scharfe (Reutlingen) nach Herstellerangaben.

Zur Kryo-Konservierung von Zellen wurden diese konzentriert und in
normalem Medium mit 10% (v/v) DMSO geldst und graduell bei —196°C in flUs-
sigem Stickstoff eingefroren. Wurden Zellen aufgetaut, geschah dies in 37°C und
nach einem Waschgang in frischem Medium. Nach dem Waschen wurden die
Zellen in gewunschter Verdunnung in frischem Medium aufgenommen und in eine
frische Schale Uberflhrt.

2.2.4 Praparation von embryonalen Mausfibroblastzellen

Zur Konditionierung von TS-Medium bendtigt man Nahrzellen, die noch
unbekannte Substanzen ins Medium abscheiden, die den Stammzellcharakter der
Zellen aufrecht erhalten. Ohne diese Konditionierung und die Zugabe von FGF4
und Heparin kdnnen die Zellen nicht kultiviert werden. Die Zellen wurden aus
murinen Embryonen an Tag 12,5-14,5 pc gewonnen, indem diese mit DMEM
gewaschen, die Organe und Extremitaten sowie die Augen vom Rumpf getrennt
und diese mechanisch fein zerkleinert wurden. Nachdem die Einzelzellen mit
Trypsin und unter Zugabe von DNasel ausgeldst wurden, folgte die Kultivierung
bis zur Konfluenz. Der Zellrasen wurde mit Mitomycin C behandelt (Inkubation fur
4 h in einer Konzentration von 1 uyg/mL) und das Medium fur drei Tage darauf

konditioniert, zentrifugiert, filtriert und zur Lagerung eingefroren.
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2.2.5 Transfektion von Saugerzellen

Um die Effekte von Connexin31 Mutationen und des Gesamtproteins auf
die Cx31 defizienten Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen stabil mit den dafur
erstellten pCCALL-Vektoren (Vektorkarte siehe Kapitel 3.1) transfiziert. Dies ge-
schah mit Hilfe des Transfektionsreagenzes Lipofectamine (Invitrogen, Karlsruhe)
nach Herstellerangaben. Kurzgefasst wurden 200000 Zellen auf eine Zellkultur-
schale ausplattiert und am Folgetag 2 yg DNA mit 7 pL Lipofectamine nach
Protokoll vermischt und ebenso nach Protokoll auf die Zellen gebracht. Als
Selektionsfaktor diente die im Vektor kodierte Puromycinresistenz, die von Uber
mehrere Tage bis auf maximal 3 ug/mL gesteigert wurde. Nachdem sich einzelne
grol3e Kolonien durchgesetzt hatten, wurden diese auf neue Kulturplatten gepickt
und kultiviert. Der Nachweis der Expression des Proteins erfolgte Uber die

Immuncytochemie mit Cx31-Antikorper.

2.2.6 Zellproliferationsanalyse

Zur Analyse der Fahigkeit von Zellen, sich unter bestimmten Bedingungen
zu vermehren, wurden jeweils 5000 Zellen auf geeignete Zellkulturplastik
ausplattiert und nach einem Tag Anzucht die entsprechenden Substanzen
zugegeben. Nach den gewunschten Zeitintervallen wurden die Zellen trypsiniert
und im CASY-Zellzahlgerat (Scharfe) bestimmt. Die Messung erfolgte immer in

Dreifachbestimmung.

2.2.7 In vitro Blockierung von Gap Junctions

Um die Kopplung von Zellen Uber Gap Junctions transient und reversibel zu
unterbrechen wurden den Zellen der Zellkultur (siehe Kapitel 2.2.3) entsprechend
der gewlinschten Endkonzentration Volumina der Stockldsungen von CBX (25 uM
in Wasser), AGA (25 uM in DMSO), GZA (20 uM in Wasser) oder DMSO zugefugt
und das Medium durch Umschwenken vermischt. Die Zellen wurden in diesen
Ldsungen in den Langzeitversuchen fur 5 Tage (beim Medienwechsel wurde der
oben genannte Schritt wiederholt) und in allen anderen Versuchen fir 4 h
inkubiert.
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2.2.8 Immunhisto- und cytochemie

Zur Untersuchung der Expression eines bestimmten Proteins wurden Zellen
in Zellkulturplastik auf Deckgléaschen angezogen und bis zur Konfluenz kultiviert.
Danach wurden sie kurz mit Moscona gewaschen und fur fanf Minuten in
Methanol-Aceton (1:1 (v/v)) fixiert. Nachdem sie erneut gewaschen wurden,
konnte die Blockierung unbesetzter Stellen am Deckglas mit PBS/BSA fur 15
Minuten erfolgen und anschlieBend die Inkubation mit den gewunschten
Antikorpern fur jeweils eine Stunde und mit drei Waschgangen mit PBS/BSA
zwischen den Antikérpern durchgeflihrt werden. Zur Detektion der fluores-
zierenden Sekundarantikérper wurden die Zellen mit einem Zeiss Axiophot mit
entsprechenden Filtern analysiert.

Erfolgte eine Analyse von Paraffin-Gewebeschnitten, so wurde das Strept-
AB-Kit der Firma DAKO wie folgt verwendet. Zuerst wurde das Gewebe fur 24 h in
4% (v/v) Formalin vorfixiert und Uber Nacht in einem Einbettautomaten (Citadell
1000, Shandon, Frankfurt) durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und
dann in Paraffin eingebettet. Am Mikrotom wurden anschlie3iend Schnitte mit einer
Schichtdicke von 7 um hergestellt und diese auf Objekttrager aufgebracht. Die
Schnitte wurden entweder mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt oder nach dem
Protokoll des Kits der Firma DAKO immunhistochemisch behandelt. Die HE-
Farbung sieht eine Entparaffinisierung, Rehydrierung in absteigender Alkohol-
reihe, Farbung in der HE-LOsung nach Shandon, erneute Dehydrierung und an-
schlieBendes Eindeckeln in Histomount vor. Auch die immunhistochemisch

gefarbten Schnitte wurden in Histomount eingedeckelt.

2.2.9 Injektion von Nacktmausen

Fiur die Injektion von TSZ in Nacktmause wurden diese wie gewohnt in
Zellkulturplastik angezogen und jeweils 10’ trypsinierte Zellen in 250 uL
100%igem FK-TS-Medium mit 250 ng/uL FGF4 und 10 pg/mL Heparin aufge-
nommen und subcutan in die Flanken der Mause injeziert. Das Tumorwachstum
wurde Uber eine Dauer von zehn Tagen taglich verfolgt, die Tiere anschliel3end
getotet und der Tumor entnommen. Das Gewebe wurde in 4% (v/v) Formalin
fixiert und in Paraffin mit Hilfe eines Automaten eingebettet. Das Tumorvolumen

wurde unter der Annahme einer ellipsoiden Form berechnet.
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2.2.10 Fluoreszenz-Assistierte Zellsortierung

Zur Messung der Kommunikation von TSZ untereinander wurde die
Methode der Fluoreszenz-assistierten Zellsortierung (FACS) genutzt. Hierbei
werden zwei verschieden markierte Zellpopulationen miteinander kultiviert und
danach in dem Messgerat FACS DiVa (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
vermessen.

Zur Messung wurde der sogenannte ,Parachute assay“ (Czyz et al., 2000)
in abgewandelter Form genutzt. Hierbei wurde eine Population der Zellen mit
membranpermeablem Calcein-AM gefarbt, das intrazellular durch unspezifische
Esterasen zum polyanionischen, grin fluoreszierenden, membranimpermeablen
Calcein gespalten wird. Die Farbung erfolgt fur 30 min in normalem Medium mit
1 ng/mL Calcein-AM (Stammldésung 1 pg/uL geldst in DMSO) bei 37°C. Nachdem
die Zellen gewaschen wurden, gab man sie im Verhaltnis 2:1 zu ungefarbten
Zellen und inkubierte diese Mischung flir 4 h mit oder ohne Zugabe von
Substanzen in gewohnter Umgebung. Nach dieser Zeit wurden die Zellen

trypsiniert und sofort gemessen.

2.2.11 Vitalitatstest von Zellen mit Propidiumjodid

Um zu beurteilen, ob Zellen wahrend der Kommunikationsmessung im
FACS zu Schaden gekommen sind, setzt man Propidiumjodid in einer
Endkonzentration von 2 ug/mL ein. Das Propidiumjodid kann sich nur in Zellen
einlagern, deren Membranen geschadigt sind. Intakte Zellen nehmen
dementsprechend keinen Farbstoff auf. Es wurden die Zellen zuerst normal
gemessen, dann mit Propidiumjodidiésung versetzt, kurz bei RT inkubiert und

dann erneut gemessen.

2.2.12 Computergestiutzte Datenverarbeitung

Zur Auswertung der gewonnenen Daten wurden ausschlieBlich allgemein
anerkannte und etabliete Programme, wie MS Word®, MS Excel®, Adobe
Photoshop® oder Corel Draw® genutzt. Der Inhalt der Fotos wurde dabei nicht

verandert.
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3. Ergebnisse

Die molekularen Ablaufe im Rahmen der Trophoblastdifferenzierung fir die
Entwicklung der Plazenta in der Maus sind bisher nur wenig geklart. Gesichert ist
jedoch, dass Connexin31 hier eine wesentliche Rolle spielt. Diese kann nur in ei-
nem Teil der Nachkommen, denen dieses Protein fehlt, ersetzt werden (Plum et
al., 2001). Ob es eine Eigenschaft des Proteins selbst ist, die essentiell flr die nor-
male Genese der Plazenta, oder die Kanalfunktion der Gap Junctions unabdingbar

ist, sollte hier geklart werden.

3.1 Etablierung einer Connexin31-Transfektante
Plum et al. (2001) und Kibschull et al. (2004) konnten zeigen, dass Cx31

eine essentielle Rolle in der Plazentaentwicklung der Maus spielt. Die Cx31-
defizienten Trophoblast-Stammzellen differenzieren im Gegensatz zu Wildtyp-
zellen schneller und proliferieren in der Differenzierung weniger (Kibschull et al.,
2004). Um nun herauszufinden, ob eine Uberexpression des Proteins ebenso
einen Effekt auf diese Eigenschaften hat, wurden die Cx31-defizienten TSZ mit
dem Vektor pCCALLCx31 transfiziert, der mit Hilfe eines starken Promotors in der
Zelle zu einer konstitutiven Expression von Cx31 fuhrt. Abb.3.1 zeigt den

verwendeten und von M. Kibschull generierten Vektor.

Xmnl
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Abb.3.1: Expressionsvektor pCCALLCx31. Der Vektor besitzt als Selektions-
marker eine Puromycinresistenz (puro), die unter der Kontrolle eines SV40-Pro-
motors steht. Das Gen des Cx31 Proteins steht unter der Kontrolle des konstitutiv
aktivierten B-Aktin Promotors des Huhns.
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Die Klone wurden nach der Transfektion auf die Expression des Proteins
mittels Immuncytochemie untersucht. In Abb.3.2 ist die Expression von Cx31 in

transfizierten Zellen gegenuber Wildtypzellen gezeigt.

Abb.3.2: Immuncytochemie von Wildtyp (A) und Cx31-transfizierten (B) Zel-
len. Das Cx31 Protein ist nach einer Immunreaktion grin dargestellt. Es zeigt sich
im Wildtyp eine fur Gap Junctions typische Fluoreszenz der Zellgrenzen, dort, wo
die Gap Junction Plaques in der Membran eingelagert sind. Beim Uberexprimie-
renden Cx31 Klon (3.2B) zeigt sich eine amplifizierte Fluoreszenz ebenso an den
Zell-Zell-Grenzzonen.

Da mit dieser Methode ein Klon erzeugt werden konnte, der das Protein
stabil Uberexprimiert und in die Membran transportiert, konnte dieser Klon flr die
weiteren Versuche genutzt werden. Die Expression von Cx31 wurde regelmafig

mittels Immunfluoreszenz kontrolliert.

3.2 Die Kommunikation von Wildtyp- und Mutanten-Trophoblast-

Stammazellen

Um die Kanalfunktion von Cx31 als Protein der Zell-Zell-Kommunikation zu
untersuchen, wurden die Zellen in Kommunikationsversuche mit Calcein-AM
eingesetzt. Die Zellen wurden wie erwahnt trypsiniert, gezahlt und gefarbt. Abb.3.3
zeigt beispielhaft den Ausdruck einer Messung der Kommunikation von TSZ.
Hierbei werden die Zellen in einem Fenster identifiziert, von Zelltrimmern getrennt
und von diesen dann die gefarbten und ungefarbten Zellen quantifiziert. Im
weiteren Verlauf werden nur noch die ausgewerteten prozentualen Verhaltnisse

der Messungen dargestellt.
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Abb.3.3: Beispiel der Kommunikationsmessung heterozygoter Trophoblast-
Stammzellen nach Farbung mit Calcein-AM. In A sind die ungefarbten Zellen, in
B die zu 100% gefarbten und in C die fur 4 h im Verhaltnis 2:1 (gefarbt zu unge-

farbt) gekoppelten Zellen dargestellt. Jeder Punkt entspricht einer gemessenen
Zelle.

3.2.1 Optimierung der Versuchsbedingungen
Da bisher noch keine Messungen von TSZ mit Calcein-AM und der FACS-
Technik in der Literatur beschrieben wurden, erfolgte zuerst eine Optimierung der

Messbedingungen. Hierzu wurden Calcein-AM-gefarbte und ungefarbte Zellen in
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verschiedenen Mengenverhaltnissen zu einander gegeben, inkubiert und die Kom-

munikation gemessen. Abb.3.4 zeigt die Ergebnisse dieser Optimierungsversuche.
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Abb.3.4: Optimierungsversuche zur Kommunikationsmessung mit Tropho-
blast-Stammzellen und Calcein-AM. Es wurden verschiedene Verhaltnisse von
ungefarbten zu gefarbten Zellen erprobt. In A sind die heterozygoten TSZ, in B die
Cx31 defizienten Trophoblast-Stammzellen gezeigt. Gelb sind die Calcein-AM-
gefarbten Zellen, blau die ungefarbten und rot die Farbkopplung dargestellt. Auf
der Y-Achse sind die Prozentwerte angegeben.

Bei der Optimierung der Versuchsbedingungen hat sich herausgestellt,
dass die heterozygoten Zellen mit einem Wert von 22 bis 37 % Farbkopplung gut

kommunizierten, wobei die Cx31 defizienten Zellen mit 0,5 bis 3 % wenig bis keine
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Farbkopplung zeigten. Das beste Ergebnis zeigte sich, als die doppelte Menge an
gefarbten Zellen zu ungefarbten Zellen gegeben wurde. In den weiteren Versu-
chen wurden gefarbte zu ungefarbten Zellen immer im Verhaltnis 2:1 eingesetzt.
Als Inkubationszeit wurde fur alle weiteren Versuche ein Intervall von 4 h festge-

legt.

3.2.2 Untersuchungen zum Uberleben der Trophoblast-Stammzellen bei der
Kopplungsmessung

Um zu Uberprifen, ob die TSZ einen Schaden bei der Durchfihrung der
Kopplungsanalyse nehmen, da diese mit wiederholtem Trypsinieren und Waschen
verbunden ist, wurden Zellen in Vitalitatstests eingesetzt. Hierzu wurden hetero-
zygote und Cx31 Uberexprimierende Zellen nach der Kopplung einer Vitalfarbung
mit Propidiumjodid unterzogen. Da hier nur ein genereller Test durchgeflhrt
wurde, und die heterozygoten Zellen den Wildtypzellen in ihren Eigenschaften
ahneln, reicht die Untersuchung dieser beiden Zellklone aus. Abb.3.5 zeigt das

Ergebnis dieser Messung.
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Abb.3.5: Messung der Kopplung von heterozygoten (A) und Cx31 uberexpri-
mierenden (B) Trophoblast-Stammzellen vor und nach Propidiumjodid-Far-
bung. Die Ergebnisse zeigen, dass die Zellen auch nach der Kopplung noch vital
sind, egal mit welchem Agens sie behandelt wurden. Gelb sind die Calcein-AM-
gefarbten Zellen, blau die ungefarbten und rot die Farbkopplung dargestellt. CBX:
Carbenoxolon, AGA: 18-alpha-Glycyrrhetinsaure. Auf der Y-Achse sind die Pro-
zentwerte angegeben.

Da die Zellen vor und nach der Vitalfarbung in etwa dieselben Ergebnisse
zeigen, die bei den heterozygoten TSZ bei ca. 10 % und bei den Cx31 uUberexpri-
mierenden TSZ bei ca. 15 % liegen, kann man sagen, dass die Zellen diese

Behandlung weitgehend vital Gberstehen und die Methode gut zu bewerten ist.
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3.2.3 Langzeitvertraglichkeit von Gap Junction Blockern auf Trophoblast-
Stammzellen

Es ist bekannt, dass die Inhibitoren der Gap Junction-abhangigen Kommu-
nikation toxisch wirken kénnen, da sie einen essentiellen Kommunikationsweg
blockieren und auch mit den Lipiden der Membranen interagieren konnen. Aus
diesem Grund wurde in diesem Versuch die Wirkung von Gap Junction Blockern
auf die Biologie der TSZ Uber einen langeren Zeitraum Uberpruft. Hierzu wurden
die Zellen Uber funf Tage mit den entsprechenden Blockern in geringer Konzentra-
tion (50 uM Endkonzentration) inkubiert und anschliefend die Kommunikation der
Zellen im Durchflusszytometer gemessen. Abb.3.6 zeigt die Auswertung der

Kopplungsversuche mit heterozygoten und Cx31 defizienten TSZ.
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Abb.3.6: Langzeitwirkung von Gap Junction Blockern auf heterozygote und
Cx31 defiziente Trophoblast-Stammzellen. Die Messungen wurden nach funf-
tagiger Inkubation unter 50 yM Substanz durchgefiihrt. Gelb sind die Calcein-AM-
gefarbten Zellen, blau die ungefarbten und rot die Farbkopplung dargestellt. Auf
der Y-Achse sind die Prozentwerte angegeben. KO: Cx31 defizienten Zellen, HZ:
Cx31 heterozygoten Zellen, DMSO: Dimethylsulfoxid, GZA: Glycyrrhetinsaure,
CBX: Carbenoxolon, AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure.
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Nach langerer Einwirkzeit von Gap Junction Blockern in geringer Konzen-
tration auf TSZ zeigt sich im Vergleich zwischen den Kontrollen und den Gap
Junction Blockern im Fall der Cx31 defizienten TSZ eine leicht reduzierte Kommu-
nikation, die vielleicht auf die Blockierung des letzten exprimierten Connexins die-
ser Zellen, Cx31.1 zuruckzuflihren sein kdnnte. Im Fall der Cx31 heterozygoten
TSZ zeigt sich dagegen eine eher erhohte Kommunikation, was fur eine Membran-
schadigung der Zellen spricht. Diese Versuche zeigen, dass zwar noch eine
geringe Kommunikation stattfinden kann, die Hemmung dieser basiert nach funf
Tagen aber nicht unbedingt auf der Blockade der Gap Junctions, sondern konnte
auch auf Zelltoxizitat zurtckzufiihren sein. Die Cx31 defizienten Zellen werden
durch den Mangel an Gap Junctions vor diesem Effekt noch eine langere Zeit
geschitzt. Es besteht also eine nur eingeschrankte Langzeitvertraglichkeit der

Substanzen auf die Zellen.

3.2.4 Die Kommunikation von Trophoblast-Stammzellen nach Zugabe von
Gap Junction-Blockern

Nachdem die Versuchsbedingungen optimiert und die Vertraglichkeit der
Zellen getestet wurden, konnte die Kommunikation der TSZ mit und ohne Gap
Junction Blocker gemessen werden. Hierzu wurden Wildtypzellen, Cx31 defiziente
und Cx31 Uberexprimierende Zellen in die Versuche eingesetzt.

Die Kommunikation von TSZ wurde hier mit der Fluoreszenz-assistierten
Zellsortierung (FACS) gemessen. Eine Population mit Calcein-AM gefarbter Zellen
kommuniziert mit einer ungefarbten und das prozentuale Mal3 an Farbkopplung
stellt die Kommunikation dar. Die Wildtypzellen, die Cx31 und sporadisch Cx31.1
exprimieren, zeigen ohne Einfluss des blockierenden Agens eine gute Kommuni-
kation. GZA und DMSO dienen in diesem Versuch als Kontrollen, da sie einerseits
ein inaktives Derivat (GZA) und andererseits das Losungsmittel von AGA (DMSO)
darstellen.

In Tabelle 3.1 sind die genauen Messwerte aufgelistet, Abb.3.7 bis 3.10

zeigen die graphischen Auswertungen dieser Messungen.
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Tab 3.1: Messwerte der Kommunikationsversuche mit Trophoblast-Stamm-
zellen unter Gap Junction-Blocker-Gabe. Die Werte sind als prozentuale Farb-

kopplung mit Calcein-AM gemessen worden, n.b. = nicht bestimmt, 0= ungefarb-
te Zellen, [ 1= Calcein-AM gefarbte Zellen, B Farbkopplung.

Cx31

Wildtyp Heterozygot Cx31 defizient Uberexprimierend

Swl D | W |0 |E|E|0|3 || 0@ 8|0
0% 61,1 0 0[58,267| 0 0 74,6 0 0]59,267| 0 0
100% 0 0 63,9 0 0 63,84 0 o 77,9 0 0/58,267
ohne 18,3 11,1 70,627,033 9,867/63,067] 37,6/ 1,65 60,7511,033 19,74 67,4
CBX [150 15,6 8,8 75,6 352 4, 60,8 26,9 1,5 71,6 31,7 221 46,2
2000 n.b| nb| nb| 27,6 8,1|64,267| 41,9 1,4 56,7 374 11,4 51,2
2500 n.b| nb| nb| 31,3 42 646/ nb| nb| nb| 227 192 581
GZA |150, 18,8 10,3 70,9 21,2 3,9 74,8 29,2 24 684 149 16,7 68,5
2000 nb| nb| nb| 252 13,9 60,8 436 21 543 4,7 245 70,8
2500 nb| nb| nb| 26,9 10,3 628 nb| nb] nb| 13,8 17,5 68,7
AGA |150] 22,7 7,6] 69,7 34,9 6,3 58,8 26,8 1,6) 71,6 28,7 8,3 62,9
2000 n.b| nb| n.b|26,733 9,53 63,67 43,8 2| 54,2 21,33 16,7/61,967
250 nb| nb| nb| 372 59 56,8 nb| nb] nb| 259 15 59,2
DMSO| 150 19 11 70, 29,1 5,9 65 27,9 1,5 70,6 12,8 20,2 671
2000 nb| nb| nb| 271 117 612 426 2 554 9,4 27,8 62,8
2500 nb| nb| nb| 2972 74 634 nb| nb|] nb| 325 149 67,5
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Abb.3.7: Kommunikation von Wildtyp Trophoblast-Stammzellen unter Ein-
fluss von Gap Junction Blockern. Gelb sind die gefarbten Zellen, blau die unge-
farbten und rot die Farbkopplung dargestellt. CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhe-
tinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid. Auf den Y-
Achsen sind jeweils die Prozentwerte angegeben.
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Abb.3.8: Kommunikation von Cx31 heterozygoten Trophoblast-Stammzellen
unter Einfluss von Gap Junction Blockern. Gelb sind die gefarbten Zellen, blau
die ungefarbten und rot die Farbkopplung dargestellt. CBX: Carbenoxolon, GZA:
Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid. Auf
den Y-Achsen sind jeweils die Prozentwerte angegeben.
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Abb.3.9: Kommunikation von Cx31 defizienten Trophoblast-Stammzellen un-
ter Einfluss von Gap Junction Blockern. Gelb sind die gefarbten Zellen, blau
die ungefarbten und rot die Farbkopplung dargestellt. CBX: Carbenoxolon, GZA:
Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid. Auf
den Y-Achsen sind jeweils die Prozentwerte angegeben.
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Abb.3.10: Kommunikation von Cx31 uberexprimierenden Trophoblast-
Stammzellen unter Einfluss von Gap Junction Blockern. Gelb sind die gefarb-
ten Zellen, blau die ungefarbten und rot die Farbkopplung dargestellt. CBX: Carbe-
noxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsdure, DMSO: Dime-
thylsulfoxid. Auf den Y-Achsen sind jeweils die Prozentwerte angegeben.

Um die Unterschiede in der Kommunikation besser darzustellen, wurden in
Abb.3.11 die prozentualen Verhaltnisse des jeweiligen Farbkopplung der TSZ ge-

sondert aufgetragen.
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Abb.3.11: Farbkopplung der Trophoblast-Stammzellklone im direkten Ver-
gleich. Zu sehen sind die prozentualen Werte der Farbkopplung nach 4 h Kop-
plung und Zugabe der entsprechenden Blockersubstanz. WT: Wildtypzellen, HZ:
heterozygote Zellen, KO: Cx31 defiziente Zellen, R6: Cx31 Uberexprimierende
Zellen, CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhetin-
saure, DMSO: Dimethylsulfoxid. Auf der Y-Achse sind die Prozentwerte angege-
ben.

Der direkte Vergleich der Kommunikation zeigt, dass die Cx31 defizienten
Zellen immer nur eine geringe Farbkopplung aufweisen, was fur eine generell
reduzierte Kommunikation dieser Zellen Uber Gap Junctions spricht. Mit diesen
Zellen lasst sich also ein direkter Test der eingesetzten Gap Junction Blocker auf
ihre Toxizitdt gegenlber TSZ durchfihren. Wahrscheinlich ist die verbleibende
Farbkopplung der Cx31 defizienten Zellen durch die Expression von Cx31.1
bedingt. Kommunikationsversuche, die mit Cx31.1 defizienten TSZ im Vergleich
zu Cx31.1 heterozygoten Zellen durchgefuhrt wurden, zeigten, dass die Kommuni-
kationsmoglichkeit durch das Fehlen von Cx31.1 nicht eingeschrankt wird (Daten
nicht gezeigt). Dieses Ergebnis zeigt wiederum, dass diese Zellen noch Cx31

exprimieren und dieser Kanal in der Farbstoffkopplung wohl die dominierende
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Form ist. Interessant waren TSZ, die sowohl fir Cx31 als auch Cx31.1 defizient
sind.

In Abb.3.12 sind die Farbkopplungen der TSZ-Klone jeweils bezogen auf
die eingesetzte Substanz aufgetragen, um einen Verlauf in der Konzentrationsab-

hangigkeit ableiten zu konnen.
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Abb.3.12: Konzentrationsabhangigkeit der Gap Junction Blocker fiir die Tro-
phoblast-Stammzell-Klone. Aufgetragen sind die prozentualen Farbkopplungen
gegen die eingesetzte Substanzkonzentration. In A sind die TSZ-Klone fur GZA, in
B fir DMSO, in C fir CBX und in D fur AGA gezeigt. WT: Wildtypzellen, HZ: hete-
rozygote Zellen, KO: Cx31 defiziente Zellen, R6: Cx31 Uberexprimierende Zellen,
CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure,
DMSO: Dimethylsulfoxid.
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Wie in Abb.3.12 zu erkennen ist, wird die Farbkopplung der Wildtypzellen
durch die Kontrollsubstanzen GZA und DMSO nicht beeinflusst. CBX und AGA
hemmen die Kommunikation der Wildtypzellen bei einer Konzentration von
150 uM bereits sichtbar.

Bei den Cx31 defizienten Zellen lasst sich deutlich erkennen, dass diese
Zellen keinerlei Beeinflussung durch die Kontrollsubstanzen oder die Gap Junction
Blocker, egal welche Konzentration sie haben, erfahren. Diese Zellen sind also
durch ihre genetische Veranderung stark in der Farbkopplung und damit auch in
der Ubertragung von Signalmolekiilen von Zelle zu Zelle eingeschrankt. Bei
diesen Zellen ist eine Beurteilung der Toxizitat der eingesetzten Blockersubstan-
zen moglich, da hier die Kommunikation nicht weiter eingeschrankt wird. Die maxi-
mal eingesetzte Konzentration von 200 yM der hier verwendeten Substanzen CBX
und AGA fahrt bei den Cx31 defizienten TSZ in keinem Fall zum Absterben, d.h.
die Substanzen sind bis zu einer Konzentration von 200 uM Endkonzentration fur
4 Stunden sicher nicht zytotoxisch.

Die heterozygoten Zellen, die in vivo morphologisch Eigenschaften der
Wildtypzellen zeigen (Kibschull, 2003), zeigen unter 150 yM der Kontrollsubstan-
zen jeweils eine geringe Hemmung der Farbkopplung, die dann in eine Stimulation
dieser bei 200 uM der Kontrollsubstanzen ubergeht und schlie8lich bei 250 yM
GZA bzw. DMSO bei etwa wieder dem Ausgangswert der Kommunikation liegt.
Der Verlauf der Konzentrationsabhangigkeitskurve der heterozygoten TSZ ist
durch Schwankungen gepragt, hier Iasst sich jedoch eine klare Tendenz zur Re-
duktion der Farbkopplung mit steigender Konzentration der Gap Junction Blocker,
sowohl fur CBX als auch fur AGA, erkennen.

Einen besonderen Fall stellen die Cx31 Uberexprimierenden TSZ dar, da
sie bei allen Messungen weit Uber den Prozentwerten fur die Farbkopplung der
anderen TSZ-Klone liegen. Dies lasst sich auf die massive Uberexpression der
Cx31 Kanale zuruckfuhren, die eine erhohte Durchlassigkeit der Zellen fur kleinere
Molekule begrindet. Genau wie die heterozygoten TSZ zeigen diese Zellen starke
Schwankungen bei den Kontrollsubstanzen GZA und DMSO, was ebenso unge-
klart ist. Auch hier kdnnten die individuellen Versuchsbedingungen die Ursache
sein. CBX hat als Gap Junction blockierendes Agens bei 150 uM erst eine eher
stimulierende Wirkung der Farbkopplung, wirkt aber dann bei 200 uM stark

inhibierend. Bei 250 uM CBX ist die wirksame Konzentration Gberschritten und die
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Zellen zeigen einen normalen Wert. Dieser konnte auch auf Zellschadigung
zuruckzufuhren sein, die sich bei diesem Zellklon starker zeigt, da hier weit mehr
Cx31 Kanale exprimiert werden (siehe Abb.3.2). AGA zeigt bei den Cx31 Uberex-
primierenden TSZ bereits bei 150 yM Endkonzentration eine stark inhibierede
Wirkung, die bei 200 und 250 uM wieder relativiert wird, aber immer noch unter
dem Wert ohne Blockersubstanzen liegt.

Es lasst sich also eine konzentrationsabhangige Hemmung der Kommuni-
kation in TSZ feststellen, die bei zu hohen Konzentrationen in Zellschadigung und
damit unspezifischem Farbubertrag resultiert. Die relevanten Konzentrationen, die
notwendig sind, um eine Reduktion der Farbkopplung zu erreichen, liegen fir CBX
bei 150-200 pM, abhangig vom Zellklon und fur AGA bei 150 pM. Hohere

Konzentrationen wirken abhangig vom TSZ-Klon toxisch.

3.3 Das Proliferationsverhalten von Trophoblast-Stammzellen
3.3.1 Das Proliferationsverhalten von Wildtyp Trophoblast-Stammzellen nach
Zugabe von Gap Junction Blockern

Um die Veranderung in der Proliferationsfahigkeit der TSZ unter Einfluss
von Gap Junction Blockern zu untersuchen, wurden diese in Proliferationsanaly-
sen Uber mehrere Tage eingesetzt. Es wurde zuerst der Einfluss der Gap Junction
Blocker und der Kontrollsubstanzen auf TSZ allgemein untersucht und hierzu die
ersten Versuche mit Wildtypzellen durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb.3.13
dargestellt.
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Abb.3.13: Proliferationsmessung von Wildtyp Trophoblast-Stammzellen un-
ter Einfluss verschiedener Konzentrationen Gap Junction Blocker. Die ver-
schiedenen Konzentrationen an AGA, die den Zellen zugesetzt wurde, sind in ver-
schiedenen Farben dargestellt. AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure.

Die Proliferationskurven zeigen, dass nach Applikation des Gap Junction
Inhibitors AGA im Vergleich zur Kontrolle das Wachstum konzentrationsabhangig
herunter reguliert wird. Allerdings weist eine geringe Konzentration von 25 yM
AGA sogar eine wachstumsstimulierende Wirkung auf. Ab einer Konzentration von
100 uM AGA stellt sich eine leichte Einschrankung der Proliferation ein. Die Zel-
len, die unter 150 yM AGA gehalten wurden, proliferieren kaum noch, die Zellen
mit 200 und 250 uM sterben am Ende der Versuchsreihe ab, da sie in ihre Vitalitat
unter hohen Konzentrationen der blockierenden Substanzen nicht erhalten
konnen. Fur CBX wurden diese Messungen nicht durchgefuhrt, da fir diese

Substanz bereits eine wirksame Konzentration von 150 uM festgestellt wurde.
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3.3.2 Versuche zur konzentrationsabhangigen Wirkung von Gap Junction
Blockern auf Cx31 heterozygote und Cx31 liberexprimierende Trophoblast-
Stammazellen

Um die obere Grenze der Blockergabe, das heil3t die Konzentration, bei der
die Zellen sterben, herauszufinden, wurden exemplarisch die Cx31 heterozygoten
und die Cx31 Uberexprimierenden Zellen Konzentrationen von 200 uM und
250 uM jeweils CBX und AGA ausgesetzt und uber funf Tage gemessen. Die
Ergebnisse dieser Messungen zeigt Abb.3.14.
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Abb.3.14: Messung der Proliferationsfahigkeit von (A) Cx31 heterozygoten
und (B) Cx31 uberexprimierenden Trophoblast-Stammzellen nach Einfluss
hoher Blockerkonzentrationen. Auf den Y-Achsen sind jeweils die Zellzahlen,
auf den X-Achsen die Zeitverlaufe angegeben. R6: Cx31 Uberexprimierende Zel-
len, HZ: Cx31 heterozygote Zellen, CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure,

AGA: 18-alpha-glycyrrhetinsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid.
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Die Versuche zeigen, dass die Cx31 heterozygoten TSZ eine bessere Tole-
ranz gegenuber den Gap Junction Inhibitoren CBX und AGA haben, als die Cx31
uberexprimierenden TSZ, da die Cx31 Uberexprimierenden TSZ schon ab einer
Endkonzentration von 200 yM (CBX und AGA) eine vollstandige Hemmung der
Proliferation zeigen. Konzentrationen von mehr als 200 uM CBX oder AGA Uber
eine langere Zeit fuhren zu einem erhohten Zellsterben und sind somit ungeeignet
zur Untersuchung. Fur weitere Versuche ist also eine Konzentration von maximal
150 uM zu wahlen, um einerseits einen Blockereffekt zu erzielen und andererseits

die Zellen nicht abzutoten.

3.3.3 Proliferation verschiedener Trophoblast-Stammzellklone unter Zugabe
von Gap Junction Blockern im undifferenzierten Zustand

Es wurden Wildtypzellen im Vergleich zu Cx31 heterozygoten Zellen, Cx31
defizienten Zellen und Cx31 Uberexprimierenden Zellen untersucht. Diese wurden
mit den verschiedenen Substanzen in einer Endkonzentration von 150 uM versetzt
und ebenso uber sieben Tage gemessen. Abb.3.15 zeigt die zusammengefassten

Ergebnisse dieser Versuche.
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Abb.3.15: Proliferation undifferenzierter Trophoblast-Stammzellklone unter
Zugabe von 150 uM Gap Junction Blockern CBX und AGA. In A-D sind die ver-
schiedenen Einzelauswertungen der Cx31-TSZ-Klone zu sehen. WT: Wildtypzel-
len, HZ: Cx31 heterozygote Zellen, KO: Cx31 defiziente Zellen, R6: Cx31 Uberex-

primierende Zellen, CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-
glycyrrhetinsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid.
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Die Ergebnisse der Versuchsreihe zeigen, dass im undifferenzierten Zu-
stand die Wildtypzellen durch AGA wenig und durch CBX kaum gehemmt werden
konnen. Die Cx31 heterozygoten Zellen lassen sich durch CBX mehr hemmen als
durch AGA und die Cx31 defizienten Zellen sind fast indifferent gegentber allen
Substanzen. Dieser Zellklon stellt somit die Kontrolle fur die Toxizitat der Blocker-
substanzen dar. Beginnen diese Zellen bei einer Konzentration zu sterben, ist
diese toxisch, denn die Kommunikation uber Gap Junctions ist bei diesem Klon
allgemein gestort. Die Cx31 Uberexprimierenden Zellen kdnnen nur durch AGA
gehemmt werden, CBX hat fast keinen Effekt auf die Cx31 Uberexprimierenden

Zellen.

3.3.4 Proliferation verschiedener Trophoblast-Stammzellklone unter Zugabe
von Gap Junction Blockern im differenzierten Zustand

Wenn TSZ die Faktoren FGF4 und konditioniertes Medium entzogen
werden, die ihr Stammzellpotential erhalten, differenzieren sie entlang der Tropho-
blastzelllinie. Vornehmlich werden hierbei Trophoblastriesenzellen gebildet, die am
Ende der Differenzierungsreihe stehen. Da bei den Proliferationsversuchen die
Zellen Uber eine langere Zeit beobachtet werden, war es von Interesse, wie sich
die Proliferation der Zellen unter Zugabe von Gap Junction Blockern wahrend der
Differenzierung verhalt. Konnte man Cx31 eine Rolle in der Differenzierungs- und
Proliferationssteuerung zuordnen, musste sich das Verhalten der Zellen nach
Blockierung der Kanale wahrend der Differenzierung andern. Hierzu wurden die
Zellen Uber sieben Tage mit einer Endkonzentration von 150 pM der
entsprechenden Substanz versetzt und die Proliferation gemessen. Abb.3.16 zeigt

die Ergebnisse dieser Versuche.
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Abb.3.16: Proliferation differenzierter Trophoblast-Stammzellklone unter Zu-
gabe von 150 uM Gap Junction Blockern CBX und AGA. In A-D sind die ver-
schiedenen Einzelauswertungen der Zellklone zu sehen. WT: Wildtypzellen, HZ:
Cx31 heterozygote Zellen, KO: Cx31 defiziente Zellen, R6: Cx31 Uberexprimieren-
de Zellen, CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure, AGA: 18-alpha-glycyrrhe-
tinsdure, DMSO: Dimethylsulfoxid.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Proliferationskurven der differenzierenden
Zellen allgemein sehr viel flacher verlaufen als bei undifferenzierten Zellen (siehe
Abb.3.15 im Vergleich zu Abb.3.16), d.h. die differenzierenden Zellen proliferieren
weniger als die undifferenzierten. Es war bereits bekannt, dass die Cx31
defizienten Zellen im Vergleich zu Wildtyp- oder Cx31 heterozygote Zellen in der
Differenzierung weniger stark proliferieren (Kibschull et al., 2004). Bei der hier
untersuchten Zugabe von Gap Junction Blockern war dieser Effekt nicht signifikant
verschieden. Die Wildtypzellen lassen sich in ihrem Proliferationsverhalten von
CBX und AGA nicht beeinflussen. Die Cx31 heterozygoten Zellen zeigen ebenso
keine Unterschiede, genau wie die Cx31 defizienten Zellen unter Blockerzugabe.
Die Cx31 Uberexprimierenden Zellen zeigen nur unter AGA-Gabe eine signifikante
Reduktion in der Proliferation. Die verwendeten Substanzen konnten also die Pro-
liferationsrate auler im Fall der Cx31 Uberexprimierenden Zellen unter AGA-
Einfluss nicht signifikant einschranken. Trophoblast-Stammzellen in der
Differenzierung sind somit unempfindlicher gegenuber Gap Junction Blockern als
im undifferenzierten Zustand. Dies deutet darauf hin, dass die Kommunikation
Uber Cx31 nur in der Regulation der Proliferation in der Stammzelle eine Rolle
spielt und dann von anderen Connexinen, wie Cx26 und Cx43, die nach der

Differenzierungsinduktion exprimiert werden, abgeldst wird.

3.3.5 Zusammenhang zwischen Kommunikation und Proliferation in Tropho-
blast-Stammzellklonen unter Gap Junction Blockern

Um die Zusammenhange zwischen Kommunikation und Proliferation der
TSZ unter Einfluss von Gap Junction blockierenden Agenzien besser darstellen zu
kénnen, wurden die Steigungen der Proliferationskurven der einzelnen TSZ-Klone
zum Zeitpunkt der logarithmischen Wachstumsphase (zwischen Tag 1 und Tag 5
bzw. 7 der Messungen) berechnet (Formel: Wachstumsrate = (y2-y1)/(x2-X1)) und
dieser Wert in Tab.3.2 mit den prozentualen Werten der Farbkopplung zusammen-
gestellt. Hieraus lasst sich eindeutig ableiten, dass Cx31 defiziente TSZ weder in
der Kommunikation noch in der Proliferation durch Gap Junction Blocker
beeinflusst werden. Weiterhin zeigt sich, dass die Wildtyp-TSZ durch die Kontroll-
substanzen keine Beeinflussung erfahren, wogegen AGA in Konzentrationen ab
200 uM Endkonzentration toxisch wirkt. Auch CBX scheint die Wildtyp-TSZ schon
bei 150 uM zu toten.
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Die Cx31 heterozygoten TSZ zeigen bei der Kontrollsubstanz GZA anfang-
lich eine Toxizitat, die jedoch auf individuelle Versuchsbedingungen zurtckzufuh-
ren sein muss, da dies bei den anderen Klonen nicht auftritt. Ansonsten wiesen
die Kontrollsubstanzen auf Kommunikation und Proliferation dieses Verhalten
nicht auf. Fir CBX zeigen die Cx31 heterozygoten Zellen eine klare konzentra-
tionsabhangige Hemmung der Proliferation bei annahernd gleich bleibender Kom-
munikation (Ausnahme 200 uyM CBX). Die Werte der Kommunikation der Cx31
heterozygoten TSZ schwanken bei AGA, wobei die Proliferationsrate bei den auf-
steigenden AGA-Konzentrationen zuzunehmen scheint, was auf eine Unempfind-
lichkeit gegenliber dieser Substanz hindeutet.

Die Cx31 Uberexprimierenden TSZ zeigen wie erwartet keine signifikante
Reduktion der Kommunikation oder Proliferation durch die Kontrollsubstanzen
GZA und DMSO. Auch eine geringe Konzentration von 150 yM CBX schrankt die
Zellen weder in Kommunikation noch in der Proliferation ein. Erst ab einer
Endkonzentration von 200 uM CBX zeigt sich bei diesem TSZ-Klon eine Reduk-
tion der Kommunikation und auch der Proliferation, was direkt miteinander
korreliert. Fir AGA zeigt sich bei diesem Zellklon ein interessantes Bild, da hier
die geringste untersuchte Konzentration von 150 uM die starkste Reduktion in
Kommunikation und Proliferation hervorruft. Obwohl die hoheren Konzentrationen
von 200 und 250 pM auch noch einen inhibierenden Effekt sowohl auf
Kommunikation als auch auf Proliferation haben, scheinen diese Konzentrationen
schon an der Toxizitatsgrenze zu liegen und demnach zum unspezifischen

FarblUbertrag zu fuhren.
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Tab.3.2: Zusammenhang der Kommunikation und Proliferation von Tropho-
blast-Stammzellklonen unter Gap Junction Blockern. Die Wachstumsrate
wurde mit der Formel Wachstumsrate = (y2-y1)/(x2-X1) berechnet. Negative Werte
deuten das Zellsterben an. CBX: Carbenoxolon, GZA: Glycyrrhetinsaure, AGA:
18-alpha-glycyrrhetinsaure, DMSO: Dimethylsulfoxid, n.b. = nicht bestimmt.

TSZ-Klon Blocker Konzentration | Kommunikation [%] Wachstumsrate
[Zellen/Tag]
Ohne Blocker - 11,10 52914,80
CBX 150 uM 8,80 -77,78
GZA 150 uM 10,30 155,56
: AGA 150 uM 7,60 10686,11
el 200 uM n.b. 455,56
250 uM n.b. -566,67
DMSO 150 uM 11,00 3111,11
250 uyM n.b. 68005,56
Ohne Blocker - 9,87 16468,06
CBX 150 uM 4,00 1066,67
200 uM 8,10 1216,67
250 uyM 4,20 575,00
GZA 150 uM 3,90 -11,11
Cx31 200 uM 13,90 n.b.
hetero- 250 uM 10,30 28566,67
zygot AGA 150 uM 6,30 377,78
200 yM 9,53 791,67
250 uM 5,90 883,33
DMSO 150 uM 5,90 1555,56
200 uM 11,70

250 uyM 7,40 32683,33
Ohne Blocker 1,65 53411,11
CBX 150 uM 1,50 70855,56
200 uM 1,40 n.b.
Cx31 GZA 150 uM 2,40 71744,44
defizient 200 yM 2,10 n.b.
AGA 150 uM 1,60 24900,00
200 uM 2,00 n.b.
DMSO 150 uM 1,50 71455,56
200 uM 2,00 n.b.
Ohne Blocker 19,74 44336,11
CBX 150 uM 22,10 59833,33
200 uM 11,40 1062,50
250 uM 19,20 2041,67
GZA 150 uM 16,70 65755,56
Cx31 200 yM 24,50 n.b.
Uberexpri- 250 uM 17,50 38733,33
mierend AGA 150 uM 8,30 -722,22
200 uM 16,70 1441,67
250 uyM 15,00 2825,00
DMSO 150 uM 20,20 63688,89
200 uM 27,80 n.b.
250 uM 14,90 28816,67
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Es lasst sich zusammenfassen, dass die Proliferation der TSZ herunterre-
guliert wird, wenn die interne Kommunikation weitgehend durch die Gap Junction
Blocker CBX und AGA reduziert wurde. Die vollige Reduktion der Proliferation ist
nur bei Dosierungen der Gap Junction Blocker zu sehen, die Uber der notwendi-
gen Konzentration fur die Kommunikationsunterbrechung (optimale Konzentration
150 uM jeweils) liegen, die also toxisch wirken (ab 250 yM Endkonzentration).

Es ist eine klare Tendenz zur Abhangigkeit der Proliferation von der Kom-
munikation zu erkennen. Ist die Kommunikation, gemessen durch die Farbkop-
plung von Calcein, reduziert, so wird auch das Proliferationsverhalten einge-

schrankt.

3.4 Induktion von Tumoren durch Trophoblast-Stammzellen in

Nacktmausen

Um die Proliferationsfahigkeit von Trophoblast-Stammzellen in vivo testen
zu kénnen, wurde das Nacktmausmodell eingesetzt. Nacktmausen fehlt der Thy-
mus und sie haben somit ein defektes Immunsystem, so dass subcutan injizierte,
invadierende Zellen nicht abgesto3en werden und sie Tumore bilden kdnnen.

TSZ bilden subcutan nur transiente Tumore (Kibschull, 2003) und um die
Unterschiede der Tumorinduktion von Wildtyp TSZ, Cx31 defizienten Zellen und
den Cx31 uUberexprimierenden Zellen zu sehen, wurden diese in Nacktmause
injiziert und die Bildung von Tumoren verfolgt. Abb.3.17 zeigt die Auswertung der

Tumormessung.

50



Ergebnisse

4000

3500 -

——\\/ T

3000 -

2500

2000 -

1500 -

1000

500 -

-500

Tage

Abb.3.17: Tumorinduktion bei Nacktmausen durch Trophoblast-Stammzel-
len. Das Volumen der Tumore wurde durch die Annahme einer ellipsoiden Form
und den gemessenen Ausmalien der Tumore unter der Haut der Nacktmause
berechnet. Blau ist der Verlauf der Wildtypzellen (WT), grin der Verlauf der Cx31
defizienten Zellen (KO) und rot der Verlauf der Cx31 Uberexprimierenden Zellen
(R6) dargestellt. Auf der Y-Achse ist das Tumorvolumen in mm?3, auf der X-Achse
der Zeitverlauf angegeben.

Zu Beginn des Versuches sind die Tumorgrofien aller drei Klone ahnlich.
Die Abnahme der Volumina zwischen Tag 1 und 2 ist durch die Abgabe und Ab-
sorption der injizierten Flussigkeit zu begrinden. Ist die nicht bendtigte Flissigkeit
erst absorbiert, bleibt die Zellmasse der TSZ. Mit der Zeit wird das mit injizierte
FGF4, das in Kultur fir die Erhaltung der Stammzelleigenschaften zustandig ist,

langsam abgebaut und verbraucht. Ab dann beginnt die Differenzierung der TSZ
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zu TRZ. Alle drei TSZ-Klone schlagen denselben Weg der Differenzierung ein,
unabhangig davon, ob Cx31 vorhanden ist oder nicht (Kibschull et al., 2004). Die
Wildtypzellen bilden bis Tag 7 nur geringfugig gro3ere Tumore als die Cx31 defi-
zienten Zellen. Die Cx31 Uberexprimierenden Zellen proliferieren bis dahin schon
wesentlich mehr und bilden dementsprechend gréRere Tumore. Ab Tag 7 nimmt
die Tumorgrolie der Cx31 defizienten Zellen stark ab, da die TRZ an den Gefalien
entlang in das Wirtsgewebe migrieren und auch vom verbleibenden Immunsystem
der Maus resorbiert wurden. Die zwei anderen Zellklone verhielten sich ab Tag 7
entgegengesetzt, die Tumore vergrolierten sich weiter. Erst ab Tag 9 nahm die
TumorgroRe auch bei diesen Zellklonen ab, auch sie migrierten und wurden
resorbiert. Die morphologische Analyse der Nackmaus-TSZ-Tumore zeigt
Abb.3.18.
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Abb.3.18: Tumorbildung zehn Tage nach subcutaner Injektion von Wildtyp
(A, D und G), Cx31 defizienten (B, E und H) und Cx31 uiberexprimierenden (C,
F und 1) Zellen. In A, B und C sind die Tumore frisch nach der Praparation ge-
zeigt, der Balken skaliert einen cm. D, E und F zeigen die Paraffin-fixierten, ge-
schnittenen und HE-gefarbten Tumore und G, H und | die immunhistochemisch
mit Cytokeratin 8 Antikdrper gefarbten Schnitte. Die schwarzen Pfeile zeigen die
subcutane Lage der TSZ-Tumore bzw. der Tumormasse in den Schnitten an. Die
gestrichelten Linien umranden die Tumorzellzonen, in G, H und | erkennbar als
braune DAB-Farbung.

Wie in Abb.3.18 zu erkennen ist, unterscheiden sich die Tumore der TSZ-
Klone nur anhand der héheren GesamtgroRe der Tumore bei Cx31 Uberexprimie-
renden Zellen. Die Induktionsfahigkeit der TSZ-Klone unterscheidet sich also nicht
im Aufbau der Morphologie, aber in den Ausmalien der Tumore. Die Tumore sind
immer von einer Kapsel aus Bindegewebe, die von der Nacktmaus gebildet wurde,
umgeben und zeigen im Inneren eine Population von Trophoblastriesenzellen.

Diese Zellen zeichnen sich durch die Bildung von Cytokeratin 8 als Intermediarfila-
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ment aus und kdnnen somit mit diesem Antikorper spezifisch identifiziert werden.
Die groRten Tumore bilden die Zellen, die Cx31 uberexprimieren. Dies korreliert
gut mit der gesteigerten Proliferation dieser Zellen nach Differenzierungsinduktion.
Nach der Injektion der Zellen unter die Haut der Maus beginnen die Zellen die
Differenzierung, da ihnen FGF4 entzogen wird. Die Cx31 Uberexprimierenden Zel-
len proliferieren im undifferenzierten Zustand schneller, was sowohl in den hier
gezeigten Untersuchungen als auch von Kibschull (unveroffentlichte Daten) ge-
zeigt werden konnte, und bilden somit auch mehr invadierende Trophoblast-
riesenzellen (Hemberger et al., 2004). Diese wiederum erdffnen die Gefalde der
Nacktmaus und begrunden somit die Bildung von Blutlakunen. Deshalb treten bei
Cx31 defizienten Zellen die kleinsten, bei Cx31 Uberexprimierenden Zellen die
groften Lakunen auf, was in Abb.3.17, Abschnitt A, B und C sehr gut zu sehen ist.
Hier zeigt sich, dass bei den Cx31 defizienten Zellen wenige Blutgefalle zum
Tumor fuhren und nur wenig Blut die Tumormasse umsplult (Abb.3.17B), wobei der
Tumor der Wildtypzellen (Abb.3.17A) von mehr Blut umspuilt wird und auch
dessen Versorgung mit Blutgefallen besser gewahrleistet ist. Der Tumor der Cx31
Uberexprimierenden TSZ (Abb.3.17C) zeigt eine Versorgung mit grol3en Blutge-

falken und eine ausgepragte Versorgung durch Blutlakunen.
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4. Diskussion

Die Plazenta ist das essentielle Organ fir die intrauterine Entwicklung der
Saugetiere. Aus diesem Grund fuhrt eine Storung der Plazentaentwicklung zur
Wachstumsretardierung des Kindes in-utero oder auch zum Abort. Um flr den
Menschen die Vorsorge und Versorgung bei Frauen wahrend der Graviditat bei
Zwischenfallen besser gewahrleisten zu kénnen, wird intensive Forschung auf
dem Gebiet der Plazentaentwicklung durchgefuhrt. Leider sind die Mdglichkeiten
der Aufklarung dieser molekularen Mechanismen in humanen Systemen begrenzt,
sodass die Grundlagenforschung an vergleichbaren Plazenten anderer Spezies
durchgefuhrt werden muss.

Zwar ist der Modellorganismus Maus nicht direkt mit dem Menschen zu
vergleichen, er bietet jedoch vielerlei Vorteile in der experimentellen Analyse sei-
ner Entwicklungsprozesse. Die Isolierung einzelner Trophoblastzellen, wie zum
Beispiel die Stammzellen ist an diesem Organismus bereits etabliert worden
(Tanaka et al., 1998). Die Plazenta ist kein Organ, das ultimativ nur einmal in der
Evolution der Saugetiere entstanden ist, sondern sich konvergent in den
verschiedenen Spezies entwickelt hat und deshalb in vielen Varianten zu finden ist
(Beck, 1976). Mensch und Maus verfigen dabei Uber den Typ der hamochorialen
Plazenta, bei der maternaler und embryonaler Kreislauf nur durch wenige Schich-
ten Endothel getrennt sind und das maternale Blut die fetalen Gefalte umspult.
Aulerdem wird die Plazenta bei Mensch und Maus nur lokal, nicht den gesamten
Embryo umgebend, ausgepragt und reduziert so die Wundflache bei der Geburt,
die durch die enge Verbindung der Kreislaufe entsteht.

Die Entwicklung der Plazenta wird von vielen Faktoren, wie Transkriptions-
faktoren und Wachstumsfaktoren, reguliert (Ubersicht siehe Cross, 2005). Unter
anderem spielen auch Strukturproteine wie die Connexine (Cx) eine entscheiden-
de Rolle (Gabriel et al., 1998; Plum et al., 2001; Dahl et al., 1996). Connexine
werden im Verlauf der Plazentaentwicklung der Maus in einem definierten Muster
exprimiert (Houghton et al., 2002; Davies et al., 1996). Die Connexine bilden Gap
Junction Kanale aus, die eine Kommunikation zwischen den Zellen ermdglichen.
Hierbei sind es Cx31, Cx31.1, Cx40, Cx43 und Cx45, die in der gesamten Blasto-
zyste Gap Junctions ausbilden (Houghton et al., 2002; Reuss et al., 1996). In der

weiteren Entwicklung des Trophoblasten zur Plazentaanlage wird Cx31 zum
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einzigen exprimierten Connexin, was den ersten Schritt hin zur Plazenta-Zelllinie
andeutet. Aulerdem wird Cx31.1 zusatzlich in den plazentaren Stammzellen ex-
primiert, dessen Rolle aber fur die Plazentadifferenzierung noch nicht genau
geklart werden konnte (Zheng-Fischhofer et al., 2007). Die Expression der ande-
ren Connexine erschliel3t sich nach diesem Zeitpunkt auf den Embryo, was eine
Kompartimentierung zwischen Trophoblast und Embryoblast zur Folge hat. Diese
Kompartimentierung wird noch dadurch unterstitzt, dass Cx31 mit keinem ande-
ren Connexin einen funktionsfahigen, d.h. durchlassigen Kanal bilden kann
(Elfgang et al., 1995). Dies deutet auf eine spezielle Funktion hin, die dem Kanal-
protein eine wichtige Rolle verleiht.

Die reife murine Plazenta weist dann eine nach ihrer Schichtung geordnete
Expression der Proteine auf, was bedeutet, dass Cx26 im Labyrinth, Cx43 in den
Riesenzellen und Cx31 mit Cx43 koexprimiert im Spongiotrophoblasten zu finden
sind. Es liegt hier also wieder eine funktionell orientierte Regulation der Expres-
sion vor. Die Plazentaentwicklung ist demnach mit einer strikt raumlich und zeitlich
regulierten Expression der Connexine korreliert.

Die Rolle von Cx31 ist in diesem Zusammenhang gesondert zu betrachten,
da es das Connexin der Trophoblast-Stammzellen darstellt. Deletiert man dieses
Connexin, so Uberleben nur 40% der Embryonen in utero (Plum et al., 2001). 60%
der homozygot defizienten Cx31 Embryonen sterben zwischen Tag 10,5 und 13,5
der Embryonalentwicklung (Plum et al., 2001). Der Trophoblast der homozygot
Cx31 defizienten Blastozysten differenziert sich in erhdhtem Malk zu Trophoblast-
riesenzellen, dabei werden Labyrinth und Spongiotrophoblast nur gering ent-
wickelt. Da vermutet wurde, dass die transiente Veranderung der Plazenta durch
Cx43-Expression im Spongiotrophoblasten wieder gerettet wird, d.h. eine Redun-
danz beider Kanale vorliegt, wurden Doppelmutanten von Cx31 und Cx43 herge-
stellt (Kibschull et al., 2005). Diese Doppelmutante wies aber denselben Phanotyp
wie die Einzelmutation auf, d.h. es lag keine Redundanz der Kanale vor (Kibschull
et al., 2005). Nachdem also Cx43 als potentielles Protein ausgeschlossen werden
konnte, wird Cx31.1, das in undifferenzierten Trophoblast-Stammzellen (TSZ) mit
Cx31 koexprimiert wird, als Kandidat diskutiert, der die partielle Uberbriickung der
Plazentadifferenzierung erklaren konnte.

Zurzeit wird die Herstellung einer transgenen Maus angestrebt, die sowohl

Cx31 als auch Cx31.1 defizient ist. Cx31.1 kdnnte so als kompensatorisches Pro-
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tein bestatigt oder ausgeschlossen werden. Es konnte allerdings auch sein, dass
die Generation dieser TSZ nicht maglich ist, wenn das Vorhandensein mindestens
eines Connexins essentiell fur die Entwicklung des Trophoblasten ist.

Es sind die schon kurz erwahnten Trophoblast-Stammzellen (TSZ), an
denen die Rolle von Cx31 in der Plazentaentwicklung erforscht wird. TSZ kénnen
aus der Blastozyste in vitro isoliert werden, indem sie auf embryonalen Nahrfibro-
blasten mit konditioniertem Medium und FGF4 als Wachstumsfaktor angezogen
werden (Tanaka et al., 1998). Diese Zellen verhalten sich genau wie bei der Ent-
wicklung in vivo, denn sie sind in der Lage, nach Entzug der Wachstumsfaktoren,
die das Stammzellpotential erhalten, in die verschiedenen Populationen von Tro-
phoblastzellen zu differenzieren. Diese Differenzierung wird mit der Untersuchung
von Markergenen bestatigt.

Zuerst finden sich nur Markergene der pluripotenten Stammzellen, die bei
Maus TSZ durch die Gene cdx2 und eomes (Chawengsaksophak et al., 1997,
Russ et al., 2000) reprasentiert werden. Die Expression dieser Gene wird herun-
terreguliert, sobald die Differenzierung einsetzt. FGF4 stellt hierbei den regulativen
Schalter dar, fehlt es, so stirbt der Embryo aufgrund der schwachen Entwicklung
aller Zelllinien (Feldman et al., 1995).

Bei beginnender Differenzierung zeigt sich zuerst das Markergen mash2
(Guillemot et al., 1994), welches als ein Marker fur den proliferierenden, diploiden
Trophoblasten und damit einer sehr frihen Differenzierung, die dem Ektoplazen-
tarkonus gleicht, gilt. Die Expression von tpbpa (Lescesin et al., 1988) zeigt das
Vorhandensein von Zellen an, die dem Gewebe des Spongiotrophoblasts entspre-
chen. Die Bildung von Trophoblastriesenzellen (TRZ) wird durch die beginnende
Expression von p/1 (Simmons et al., 2007) angedeutet. p/1 ist ein Hormon, das
von TRZ sezerniert und dementsprechend auch hier exprimiert wird. Die TRZ ex-
primieren aulRerdem den Transkriptionsfaktor hand1 (Riley et al., 1998), der eben-
so als Marker hinzugezogen werden kann. gcm1 zeigt die Bildung von Synzytiotro-
phoblast an (Anson-Cartwright et al., 2000), die zur Bildung des Labyrinths flhrt.
Die Expression von Cx26, das ebenfalls einen Marker des Labyrinths darstellt, im
Verlauf der Differenzierung der TSZ lasst darauf schlielen, dass sie auch zu Syn-
zytiotrophoblast differenzieren kdnnen (Kibschull et al., 2004; Gabriel et al., 1998).
So koénnen alle Subpopulationen der Plazenta mit Markergenen verbunden

werden und ermdglichen eine |dentifizierung der differenzierten TSZ.
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Die Expression von Cx31 kann wahrend der Differenzierung von TSZ eben-
so verfolgt werden. In den undifferenzierten Zellen ist die Expression noch hoch,
und nimmt durch die Differenzierung zu Riesenzellen und Zellen des Synzytiotro-
phoblasten ab, da diese kein Cx31 exprimieren.

Die Isolierung von TSZ aus sogenannten ,knock out‘-Mauslinien ermoglicht
die Untersuchung der Folgen des Fehlens eines oder mehrerer Proteine in vitro.
Nach diesem Prinzip wurden auch Cx31 defiziente TSZ erzeugt, die sich in ihrem
Proliferations- und Differenzierungsverhalten von Wildtypzellen unterscheiden
(Kibschull et al., 2004). Besonders die Unterschiede in der Expression von
Markergenen wie mash2, tpbpa und pl1 ist hier interessant, da die Cx31 defizien-
ten Zellen gegenuber Wildtypzellen oder Cx31 heterozygoten Zellen ein um zwei
Tage beschleunigtes Differenzierungsmuster aufweisen (Kibschull et al., 2004).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Zellen in der Differenzierung
langsamer proliferieren als Wildtypzellen. Auch die Zellen, denen nur ein Allel
Cx31 fehlt, die also heterozygot fur dieses Merkmal sind, proliferieren wie Wildtyp-
zellen. Das heildt, dass ein Allel Cx31 genugt, um die normale Entwicklung
aufrecht zu erhalten. Die Cx31 defizienten TSZ zeigen aulierdem eine beschleu-
nigte Differenzierung hin zu TRZ, was die langsame Proliferation erklart, da sich
end-differenzierte Zellen nicht mehr teilen. Durch diese Versuche konnte Cx31
eine essentielle Rolle in der Steuerung der Differenzierung der TSZ zugeordnet
werden.

Was aber bewirkt den Einfluss von Cx31 auf die Plazentaentwicklung? Alle
Connexine weisen einen ahnlichen Aufbau auf, der aus vier Transmembrandoma-
nen, die den Kanal bilden, zwei extrazellularen Schleifen, die die Bindung der
Halbkanale vermitteln und die zytoplasmatischen N- und C-Termini, die die Wech-
selwirkung mit anderen Proteinen und Molekilen vermitteln (siehe Abb.1.3).
Besonders fur den C-Terminus von Cx43 konnten regulative Eigenschaften nach-
gewiesen werden (Giepmans et al., 2001a, 2001b; Gellhaus et al., 2004; Giep-
mans 2006). Fur den C-Terminus von Cx31 wird eine Deckel-Funktion angenom-
men, Uber den die Ubertragung von Signalmolekiilen Gber den Kanal reguliert wer-
den kann (Rouan et al., 2003). Doch die Frage bleibt: Ist es die Kanalfunktion des
homomeren, homotypischen Cx31 Kanals oder kdonnte es an Protein-Protein-

Wechselwirkungen, die die intrazellulare Signalkaskade verandern, liegen?

58



Diskussion

Um diese Fragestellung etwas naher zu beleuchten wurden in dieser Arbeit
Versuche zur Unterdrickung der direkten Zellkommunikation in den murinen TSZ
durchgefuhrt. Dies kann die Funktionalitdt des Cx31 Kanals beweisen und es von
Signalwegen, die Uber das reine Protein geregelt werden, unterscheiden. Es wur-
den nach der Optimierung der Versuchsbedingungen Wildtypzellen, heterozygote
und Cx31 defiziente sowie Cx31 uberexprimierende TSZ in der Fahigkeit, den
Farbstoff Calcein Uber Gap Junctions zu transportieren verglichen. Dies stellt fur
TSZ ein neues System zur Messung der Kommunikation dar. Calcein-AM ist ein
bereits etablierter Farbstoff, der zur Messung der Kommunikation Gber Gap Junc-
tions genutzt wird (Czyz et al., 2000). Er ist in geldéster Form membrangangig und
wird dann intrazellular von unspezifischen Esterasen zu Calcein gespalten, das
nur noch Uber Zell-Zell-Kontakte transportiert werden kann. Aulderdem wurde die
Durchgangigkeit der Kanale mit sogenannten Gap Junction Blockern inhibiert und
die Kommunikation unter dieser Bedingung gemessen. Als Blocker wurden hier
Carbenoxolon (CBX) und 18-alpha-glycyrrhetinsaure (AGA) genutzt, die ebenfalls
als Gap Junction Blocker etabliert sind (Sagar und Larson, 2006; Schiller et al.,
2001).

Die Wildtypzellen und Cx31 heterozygoten Zellen zeigten mit der guten
Kopplung des Farbstoffes von Zelle zu Zelle eine funktionierende Kommunikation.
Die Kommunikation der Cx31 defizienten Zellen war stark reduziert. Dies beweist,
dass die TSZ durch Cx31 funktionsfahige Gap Junction Kanale ausbilden. Die
noch vorhandene, geringe Kopplung von Farbstoff kdnnte auf die Expression von
funktionsfahigen Cx31.1 Kanalen zurickzufuhren sein, da dieses Connexin in ei-
nem Teil von undifferenzierten TSZ exprimiert wird. Ob dies so ist, konnte nur mit
doppelt defizienten TSZ bewiesen werden, denn Versuche mit Cx31.1 defizienten
TSZ erbrachten erwartungsgemal® keine veranderten Ergebnisse (Daten nicht
gezeigt) gegenuber den Kontrollen, da wie eben diskutiert die Cx31 Kanale den
Farbstoff vermitteln.

Die Gap Junction Blocker CBX und AGA konnten in den Wildtypzellen eine
Hemmung der Kommunikation bewirken, wenn auch nur von geringem Ausmald.
Mit Cx31 heterozygoten TSZ zeigten diese Substanzen eine starkere Hemmung.
Eine klare Konzentrationsabhangigkeit der Hemmung konnte nicht festgestellt
werden, es konnten lediglich Tendenzen dieser herausgestellt werden. Dies deutet

darauf hin, dass die Zellen unterschiedlich empfindlich auf die Substanzen und auf
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die verschiedenen Konzentrationen reagieren. Die Cx31 defizienten Zellen zeigten
jedoch das erwartete Bild der absoluten Unempfindlichkeit gegentber Gap Junc-
tion Blockern, da sie bereits im unbeeinflussten Zustand keinen Farbstoff Ubertra-
gen. Diese Zellen sind die Kontrolle der Toxizitat der eingesetzten Substanzen
CBX und AGA, die bis zu einer Konzentration von 200 uM keine Schadigung der
TSZ aufweisen. Hohere Konzentrationen wurden mit den Cx31 defizienten Zellen
nicht gemessen.

Die Generierung von Cx31 Uberexprimierenden TSZ durch die Transfektion
in Cx31 defiziente TSZ ist hier von besonderem Interesse. Diese Zellen besitzen
konstitutiv viel mehr Cx31 Kanale als die Wildtyp- oder heterozygoten Zellen. Dies
zeigt sich auch in den Ergebnissen der Kommunikationsversuche. Die Cx31 Uber-
exprimierenden Zellen sind gegenuber CBX fast unempfindlich und nur AGA hat
einen hemmenden Effekt. Diese Versuche zeigen also eindeutig, dass Cx31 in der
Lage ist, in murinen TSZ funktionsfahige Kanale zu bilden, die durch Gap Junction
Blocker hemmbar sind. Bemerkenswert ist auch, dass die TSZ eine hohere Kon-
zentration der Blocker tolerieren als das andere Zelltypen tun. So werden die
Blocker in anderen Versuchen meist in einer Endkonzentration von hdchstens
100 uM eingesetzt, um einen Effekt zu erzielen (Sagar und Larson, 2006; Schiller
et al., 2001). In den hier vorgestellten Versuchen lag die optimale Konzentration
von CBX und AGA bei je 150 pM, eine Toxizitat war erst bei Konzentrationen ab
250 uM zu erkennen. Auch die Etablierung von TSZ mit mutiertem Cx31 Kanal,
der zwar zur Membran transportiert wird aber keine Kanalfunktion mehr hat, ware
interessant.

Cx31 ist in die Regulation der Differenzierung involviert, dies zeigen die
Versuche von Kibschull et al. (2004). Um diesen Umstand mit Hilfe von TSZ zu
untersuchen, wurden Proliferationsanalysen mit diesen Zellen unter undifferenzier-
ten und differenzierten Bedingungen sowie unter Gap Junction Blocker Zugabe
durchgefuhrt. Die Etablierung dieses Versuchssystems beinhaltete die Unter-
suchung des Gap Junction Blockers AGA unter proliferativen Bedingungen. Es
konnte eine konzentrationsabhangige Hemmung der Proliferation von Wildtyp TSZ
festgestellt werden. Nach der Optimierung der Versuchsbedingungen konnten
CBX und AGA in einer Endkonzentration von jeweils 150 uM in die Versuche
eingesetzt werden. In undifferenzierten Wildtypzellen Iasst sich wie in den Vorver-

suchen eine leichte Hemmung der Proliferation durch die Substanzen erkennen.
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Ebenso tritt bei den Cx31 heterozygoten Zellen diese Hemmung auf, die allerdings
bei CBX starker ist als bei AGA, was im Gegensatz zur Kommunikationsmessung
bei diesen Zellen steht. AGA zeigt auf undifferenzierte Cx31 defiziente Zellen
einen leicht hemmenden Einfluss gegen Ende der Versuchszeit, was flr eine
Toxizitat von AGA spricht. Die Versuche zur Langzeitvertraglichkeit der Zellen
gegenuber den Substanzen wurden nur unter 50 yM Konzentration durchgefuhrt
und somit konnte der Effekt auf die hohere, toxisch wirkende Konzentration zu-
ruckzuflhren sein. Die Cx31 Uberexprimierenden Zellen zeigen eine starke Hem-
mung durch AGA und fast keinen Effekt durch CBX. Dies kénnte an der Existenz
der vielen Cx31 Kanale liegen, die den verschiedenen Substanzen gegentber
eine unterschiedliche Empfindlichkeit zeigen. In den Kommunikationsversuchen
zeigten diese Zellen bereits eine hohere Reaktion auf AGA im Vergleich zu CBX.
Das Fehlen von Cx31 fuhrt im Vergleich zu Wildtypzellen zur Verlangsa-
mung der Proliferation wahrend der Differenzierung (Kibschull et al., 2004). Unter
Zugabe von Gap Junction Blockern zeigt sich, dass die Wildtypzellen nur leicht
gehemmt werden und im Fall von CBX ein Maximum der Hemmung der Prolifera-
tion zum Ende der Versuchszeit zeigen. Auch die Cx31 heterozygoten Zellen zei-
gen sich recht unbeeindruckt von den Blockersubstanzen wahrend der Differenzie-
rung. Die Zugabe von Gap Junction Blockern in der Differenzierungsphase hat wie
erwartet keinen Einfluss auf die Proliferation der Cx31 defizienten Zellen. Die
Cx31 Uberexprimierenden Zellen hingegen zeigen sich auch wahrend der Differen-
zierung stark durch AGA beeinflusst, wobei CBX keinen Effekt hat. Dies bestatigt
wiederum die Ergebnisse der anderen Versuche, in denen AGA immer einen
starken Effekt auf diesen Zellklon zeigte. Diese Zellen zeigen weiterhin eine
schnellere Proliferation in der Differenzierung, da hier die hochste absolute Zell-
zahl zu erkennen ist. Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass undifferenzie-
rte Zellen, die Cx31 exprimieren einen hemmenden Effekt der Proliferation nach
Inhibierung der Kanalfunktion zeigen. Wird bei den Zellen die Differenzierung
induziert, so verlieren die Substanzen ihre hemmende Wirkung mit Ausnahme von
AGA bei Cx31 Uberexprimierenden Zellen. Es ist bekannt, dass mit der Differen-
zierung auch die Expression anderer Connexine (Cx26 und Cx43) induziert wird
(Kibschull, 2003), die unter anderem eine weitere Entwicklung ermdglichen. Ob-
wohl die verwendeten Gap Junction Blocker CBX und AGA auch diese Connexine

hemmen, kénnten diese neu exprimierten Gap Junctions den Effekt der Blocker
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relativieren, da sie die Moleklle sozusagen ausdinnen. Die Tatsache, dass diffe-
renzierte Zellen weniger proliferieren verstarkt diesen Effekt. Was im Fall der Cx31
uberexprimierenden Zellen und AGA geschieht, bleibt fraglich. Es kdnnte sein,
dass die sehr zahlreichen Cx31 Gap Junctions so affin gegentber diesem Blocker
sind, dass sie sich auf eine spezielle Art selbst inhibieren. Sicher ist jedoch, dass
Cx31 einen Einfluss auf die Proliferationskontrolle in undifferenzierten TSZ hat, da
eine Hemmung des Connexins zur konzentrationsabhangigen Reduktion der
Proliferation fuhrt. Auch in diesem Versuchssystem ware die Betrachtung von
mutierten Cx31 - geschlossenen - Kanalen interessant, da hier auch die regulative
Funktion anderer Bereiche des Proteins zu erkennen waren.

Setzt man nun die Kommunikation der TSZ in Zusammenhang mit der Proli-
feration der Zellen, wie es fir Cx31 im Trophoblasten bisher angenommen ist, so
ergibt sich in den hier durchgefuhrten Versuchen eine Abhangigkeit der Prolifera-
tion von der Kommunikation in den Zellen, die Cx31 exprimieren. Wird die Kom-
munikation der Wildtyp, Cx31 heterozygoten oder Cx31 uberexprimierenden TSZ
durch Gap Junction Blocker inhibiert, so reduziert sich die Proliferation. Die
einzige Ausnahme bilden die Cx31 defizienten TSZ, die durch die Gap Junction
Blocker weder eine Beeinflussung der Kommunikation noch der Proliferation
zeigen. Es konnte also eindeutig gezeigt werden, dass der Cx31 Kanal in TSZ
eine Molekul-Transportfunktion besitzt und demnach einen funktionsfahigen Kanal
ausbildet. Ebenso konnte gezeigt werden, dass dieser Kanal durch seine Kanal-
funktion eine regulative Wirkung auf die Proliferation und damit auf die Wachs-
tumsregulation der TSZ ausubt. Es ist also die von Plum et al. (2001) gezeigte
essentielle Rolle von Cx31 in der Trophoblastdifferenzierung bestatigt. Jedoch
muss zusatzlich zur essentiellen Kanalfunktion von Cx31 eine weitere Signalkas-
kade existieren, die den Cx31 defizienten TSZ ein erfolgreiches Uberleben ermog-
licht. Ob dies der Cx31.1 Kanal oder gar ein Protein ganz ohne Kanalfunktion ist,
bleibt weiterhin ungeklart. Dass eine minimale Restkopplung der Cx31 defizienten
Zellen besteht, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Kapazitat der TSZ, in athymischen
Nacktmausen invasive Tumore zu induzieren, untersucht. Die TSZ arrodieren
hierbei die WirtsgefalRe wie die TRZ der Plazenta in vivo und stellen auch in vitro
ein invasives Zellmodell dar (Hemberger et al., 2004). Die Differenzierung entlang

der Trophoblastzelllinie, induziert durch das Fehlen von FGF4 und konditioniertem
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Medium, bringt in TSZ verstarkt TRZ hervor, was im Mausmodell die Bildung von
blutgefullten Lakunen begunstigt, da diese angiogenetische Faktoren wie VEGF
(Achen et al., 1997) und Proliferin (Jackson et al., 1994) ausschutten. Jedoch ist
die Bildung von Tumoren durch TSZ transient, da die TRZ die proliferative Kapazi-
tat eingebuf’t haben und die verbleibende Immunantwort der Wirtsmaus (Makro-
phagen und B-Zellen) die Tumore wahrscheinlich resorbiert. In dieser Arbeit wurde
die invasive Kapazitat Tumore zu bilden an Wildtyp, Cx31 defizienten und Cx31
uberexprimierenden TSZ untersucht. Hierbei stand im Vordergrund, die Cx31
Uberexprimierenden Zellen mit den anderen zu vergleichen. Die Wachstumskur-
ven der Tumore von Wildtyp und Cx31 defizienten Zellen dhnelten in ihrem Ablauf
stark denen, die Kibschull bereits 2003 beschreiben konnte, mit einem Maximum
an Tag 7 und darauf folgend die beginnende Resorption. Jedoch zeigten die Cx31
Uberexprimierenden Zellen ein noch starkeres Wachstum und ein etwas verzoger-
tes Maximum. Allerdings begann auch hier nach 10 Tagen die Resorption des Tu-
mors. Durch den immunhistochemischen Nachweis des Cytokeratins 8, das spezi-
fisch von TRZ gebildet wird, konnte die Tumormasse eindeutig als Derivat der
Trophoblastzelllinie identifiziert werden. Da es die TRZ sind, die Wirtsgefale arro-
dieren und angiogenetische Faktoren ausschuitten, bilden sich umso groRere
Blutlakunen, je mehr TRZ vorhanden sind. Dies ist der Fall beim Cx31 Uberexpri-
mierenden Zellklon. Die Reduktion der Tumormasse liegt ebenso darin begrindet,
dass die TRZ entlang der Gefalde in das Wirtsgewebe migrieren und somit als
Tumormasse verloren gehen.

In dieser Arbeit konnte also ein neues System zur Untersuchung der Kom-
munikation von TSZ etabliert und dazu genutzt werden, die Kommunikation von
Cx31 modulierten TSZ zu ergriinden. Weiterhin konnte der Einfluss von Gap Junc-
tion Blockern auf die Proliferation von undifferenzierten und differenzierten TSZ
gezeigt werden und schlieBlich wurde die Tumor-induzierende Kapazitat einer

Cx31 modulierten Zellpopulation vorgestellt.
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5. Zusammenfassung

Connexine sind nicht nur fur die Kommunikation der Zellen untereinander
durch die Ubertragung von kleineren Molekilen, sondern auch fir die Induktion
und damit eine Veranderung in der interzellularen Signalkaskade uber Protein-
Protein-Wechselwirkungen verantwortlich. Das Fehlen von Cx31 fuhrt in der Maus
zu einer transienten plazentaren Dysfunktion an Tag 10,5 pc, die nur in 40% der
Cx31 defizienten Schwangerschaften iberwunden werden kann. Ungeklart bleibt
weiterhin, worin die essentielle Funktion von Cx31 in der Proliferations- und Diffe-
renzierungskontrolle besteht. Um zu untersuchen, ob der Cx31-Kanal uber den
Austausch von Signalmolekulen diese Kontrolle ausubt, wurden Kommunikations-,
Proliferations- und Tumorinduktionsversuche mit Trophoblast-Stammzellen (TSZ)
durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen mit Calcein-AM gefarbt und die Kopplung
des Gap-Junction-durchlassigen Farbstoffes in ungefarbte Zellen gemessen. Ver-
schiedene TZS-Klone, namentlich Wildtyp, Cx31 defiziente, Cx31 Uberexprimie-
rende und heterozygote Zellen wurden zunachst auf ihre Kommunikationsmog-
lichkeiten getestet. Cx31 defiziente TSZ kommunizieren im Vergleich zu Wildtyp-
zellen kaum, obwohl sie zusatzlich noch ein anderes Cx, Cx31.1 exprimieren.
Zieht man noch Cx31 Uberexprimierende Zellen hinzu, sieht man, dass diese
umso mehr kommunizieren. Somit besitzen die TSZ eine Cx31-abhangige Kom-
munikationsfahigkeit. Zusatzlich wurde die Proliferationsfahigkeit der Zellen unter
Zugabe von Gap Junction Kanal blockierenden Substanzen untersucht. Hierbei
wurde festgestellt, dass Carbenoxolon und 18-alpha-glycyrrhetinsaure die Prolife-
ration in Wildtyp-TSZ konzentrationsabhangig hemmen. Dies spricht dafir, dass
die Zellen ihre Proliferation Uber eine Kanal-Kommunikation regulieren. Da Cx31
das einzige stabil in TSZ exprimierte Connexin ist, kann geschlossen werden,
dass es dieses Protein mit seiner Kanalfunktion ist, was die Regulation steuert.
Die Verwendung von Cx31 defizienten TSZ bestatigt, dass es dieses Protein ist,
was die Proliferation und Differenzierung steuert, da sich diese Zellen abweichend
verhalten. In der Tumorinduktion durch TSZ zeigt sich, dass Cx31 defiziente
Zellen sehr kleine Tumore induzieren, wobei die Cx31 Uberexprimierenden Zellen
die grofdten und invasivsten Tumore bilden, was in der Proliferationskapazitat und

damit in der Zellzahl begrundet liegt.
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7. Anhang

7.1 Abkiurzungsverzeichnis

AGA 18-alpha-glycyrrhetinsaure

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

CBX Carbenoxolon

Cdx2 caudal-related homeobox 2

Cx Connexin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonukleid abbauendes Enzym
dpc Tage post coitum, Tage nach der Befruchtung
EMFI Embryonale Mausfibroblasten
eomes/Eomes Eomesodermin

FCS Fotales Rinderserum

FGF4 Fibroblast Wachstumsfaktor 4

Gap Junctions Zell-Zell-Kanalproteinkomplexe

gem1 Glial cells missing 1

GZA Glycyrrhetinsaure

h Stunde

kD Kilo Dalton

mash2 Mammalian achaete scute homolog protein 2
Pl Propidiumjodid

pl1 Placental lactogen 1

Puro Puromycin

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

TE Trophektoderm

tpbpa Trophoblast specific binding protein a
TRZ Trophoblast Riesenzellen

TSZ Trophoblast Stammzellen

VEGF Vascular endothelial growth factor
w/v Gewicht pro Volumen
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pc
DAB
DTT
DMEM
FCS
IPTG
LB
M-MLV
PBS
DNasel
RNase
RPMI
Taq
X-Gal
ZTL
viv
FACS
WT

HZ

KO

R6

Anhang

post coitum, nach der Befruchtung

3,3 -Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
Dithiothreitol

Dulbecco’s modified eagle medium
Fotales Kalberserum
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
Luria-Bertani

Moloney Murine Leukemia Virus
Phosphat gepufferte Salzlésung
Desoxyribonuklease

Ribonuklease

Roswell Park Memorial Institute - Medium
Thermus aquaticus
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galaktopyranosid
Zentrales Tierlaboratorium

Volumen pro Volumen
Fluoreszenz-assistierte Zellsortierung
Wildtyp

Heterozygot

“knock out”, homozygot defizient

Klon, der Cx31 Uberexprimiert
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