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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die Plazenta ist das erste embryonale Organ, dageinFriihschwangerschaft nach der
Implantation des Embryos ausgebildet wird. Die &tda ist zustandig fur den Austausch von
Nahrstoffen, Gasen und Abfallstoffen, sowie fir diroduktion einer Reihe von
Schwangerschafts-assoziierten Hormonen. So wir¢thdalieses embryonale Organ eine
Vielzahl von physiologischen Prozessen angestemertreguliert.

Seit dokumentiert ist, dass bereits die ersten Momgr menschlichen Entwicklung zur
Gesundheit in der Kindheit und im Erwachsenenditeitragen (Barker 1993) sind ihre
Funktionen und Funktionsstérungen im Fokus derigentForschung. Die Pathophysiologie
der plazentaren Erkrankungen wie die Praeklampdee auch andere Versorgungsstérungen
des Embryos sind Gegenstand intensiver Forschumg.dibse Pathogenesen und deren
Konsequenzen fur den Embryo in der humanen Plazantainzureichend erforscht werden
kénnen, werden oft Mausmodelle zur Klarung vielf@t Fragestellungen herangezogen.
Mause besitzen wie der Mensch eine diskoidale, lchorale Plazenta, bei der die fetalen
BlutgefalRe durch mehrere Zellschichten des Tro@stbh getrennt von maternalen

Blutrdumen umgeben sind.

1.1 Die Plazentaentwicklung der Maus

Die Entwicklung der Plazenta ist eine Grundvoraizss®y fiur eine erfolgreiche

Schwangerschaft. Die Entwicklung der Mausplazenfaigs in verschiedenen Stufen, die in
Abbildung 1.1 dargestellt werden. Nach der Befrunfgtteilt sich die Zygote, um schlief3lich
im 32-Zell-Stadium eine kompakte Form anzunehmeestWeber et al. 1987). Durch das
Zusammenspiel verschiedener Faktoren kommt es lkefdehd zu einer Trennung der
aulReren Zellen des Trophektoderms (TE) von dereZalker inneren Zellmasse (inner cell
mass, ICM). Dies ist der erste wichtige Schritt vamnipotenten Zellen zu der

Differenzierung der Embyro- und Trophoblastlini@as Trophektoderm lasst sich in zwei
Bereiche einteilen: Der Bereich, der gegeniibed @t liegt, wird als murales TE bezeichnet
und wird sich im spateren Verlauf zu primaren Tmiphst-Riesenzellen (Trophoblast giant
cells, TGCs) differenzieren, welche als Abgrenzdeg Fruchthtlle in der Dezidua dienen.
Das polare TE, welches Uber der ICM liegt, wirchsaur Plazenta weiterentwickeln. Diese
Entwicklung beginnt nach der Implantation der Bdagte in den Uterus mit Ausbildung des
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1. EINLEITUNG

Ektoplazentarkonus (Ectoplacental cone, EPC) umsdedéra-embryonalen Ektoderms (Copp
1979). Die Struktur des extra-embryonalen Ektoddoittet bis Tag 7,%c das Chorion aus.
An Tag 8,5pc tritt die Allantois, ein Teil des Mesoderms deshsentwickelnden Embryos, in
Kontakt mit dem Chorion, es kommt zur chorioalladém Fusion. Nach der Fusion bilden
sich Invaginationen in den Ektoplazentarkonus,d#ie Grundstock fur die Ausbildung des
fetalen Blutgefal3netzwerkes des Labyrinths bilderogs et al. 2003). Die Signalwege hinter
dieser Entwicklung werden in Punkt 1.4.3 im Detarautert. Die Ausbildung eines
funktionierenden GefalRsystems des Labyrinths erctiigkeinen Austausch von Stoffen
zwischen Mutter und Fetus nach dem Gegenstrompri(@damson et al. 2002). Dieser
Austausch kann unter anderem durch passive Diffisirleichterte Diffusion durch
Membrantransport und aktiven Transport geschehidefSet al. 2004). In der Maus gibt es
drei  Zellschichten, welche die Blutstrome trennenZwei Schichten von
Synzytiotrophoblastzellen, sowie die sinusoidaleresBnzellen, welche die maternalen
Sinusoide begrenzen (Adamson et al. 2002). DieeRtabarriere besteht damit aus den
sinusoidalen TGCs und den zwei synzytialen Lagés,ddirch das Gap Junction Protein
Connexin 26 (Cx26) groR3flachig miteinander verbumdesrden. Die Gap Junctions spielen
eine wichtige Rolle in der Versorgung des Fetus @litcose. In Zusammenarbeit mit dem
Transporter GLUT1 sind sie fur den transplazentareansport der Glucose verantwortlich
(Gabriel et al. 1998).

3,5 pc 6,0 pc 8,0 pc 13,5 pc

Trophoblast Riesenzellen
Maternale Dezidua Trophoblast Riesenzellen

Ektoplazentarkonus
Innere Zellmasse

Extra-Embryonales

Ektoderm
Chorionektoderm
Allantois /\/f
/ Spongiotrophoblast

Trophektoderm
Embryo Labyrinth

Abb. 1.1: Die Entstehung der murinen Plazenta
Der Verlauf der Plazentaentwicklung der Maus vdn@®; bis 13,5pc und der Ursprung der
verschiedenen Zelllinien. Verandert nach Rossadt@noss (2001)
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1. EINLEITUNG

An Tag 9,5pc der Embryonalentwicklung beginnt sich die Spongiphoblastschicht aus
dem Ektoplazentarkonus zu bilden, welcher sich daagrof3ert und abflacht (Cross et al.
2002). Die Zellpopulation des Spongiotrophoblasstrcharakterisiert durch die Expression
des Gendpbpa welches sich in allen Zelltypen dieser Schichthweeisen lasst. Es finden
sich hauptsachlich zwei Zellpopulationen in dieSehicht, zum einen Glykogenzellen, die
wahrscheinlich die Energieversorgung des Embryospéiter Schwangerschaft sicherstellen
sollen und ab Tag 12jc in die mitterliche Dezidua einwandern (Adamsoale2002), zum
anderen finden sich dort die Spongiotrophoblagtrell Diese sind, zusammen mit
Trophoblast-Riesenzellen, verantwortlich fur dieodRrktion verschiedenster Stoffe. Unter
anderem werden Hormone wie die Familie der platdataogens (PL) und prolactin-like
proteins (PLP) (Soares et al. 1996; Simmons et2@08), sowie angiogene Stoffe und
Wachstumsfaktoren wie z. B. Proliferin (Groskopf &t 1997) oder VEGF (vascular
endothelial growth factor) (Vuorela et al. 1997pidget.

1.2 Das Geféal3system

Bei dem Typ der hdmochorialen Plazenta befinddt das fetale und maternale Blut durch
mehrere Zellschichten komplett voneinander getrefat der mutterlichen Seite erfolgt der
Blutfluss wie folgt:

Von der maternalen Arteria Uterina aus verzweigeh Radialarterien, die an vielen Stellen
in den Uterus munden. Dort entstehen durch weitégezweigung in der Dezidua die
sogenannten Spiralarterien. Diese stark muskul&ef@alie haben eine spiralférmige Gestalt
und vergroRern ihren Durchmesser von 60 pm an Tggpt bis zu 150 um an Tag 17,

um dem erhohten Blutvolumen in der fortgeschritte®ehwangerschaft gerecht zu werden
(Adamson et al. 2002). In der Dezidua erreichenSgigalarterien schlief3lich die Schicht der
parietalen Riesenzellen. An dieser Grenzschichginigt sich die Vielzahl der Spiralarterien
in bis zu vier Zentralkanéle, welche das materglg zur Basis der Plazenta beférdern, wo
es sich in ein ringférmiges Gefaldsystem ergie3es&i Ring dient als Ansatzstelle des
viszeralen Dottersacks und weist an Tag & ®inen Durchmesser von 100 um auf. Von
diesem Punkt an steigt das maternale Blut wiedaraaometrale Richtung auf und verzweigt
sich in kleine Sinusoide, welche die Zwischenrautee fetalen Kapillargefal3e ausfillen.
Dieses Prinzip ergibt eine maximale Austauschflaeziaéschen maternalen und fetalen
BlutgefaRen (Adamson et al. 2002). An der Grenze 3pongiotrophoblastschicht

angekommen, verbinden sich die maternalen GefaReB-2 Kanalen. Diese Kandle

12



1. EINLEITUNG

befoérdern das Blut schlief3lich in Lakunen in depi@potrophoblastschicht, von wo aus der
Abtransport Uber ventdse Gefal3e zurlick in den ntigtten Kreislauf erfolgt (Gasperowicz et
al. 2013). Der Verlauf der BlutgefalRe kann auf3erdemAbbildung 1.3 nachvollzogen
werden.

Im fetalen Blutkreislauf fuhrt eine einzelne Areeiin der Nabelschnur zur Plazenta. An der
Unterseite verzweigt sich diese in kleinere Artiemp welche sich zu sehr vielen kleinen
Kapillargefal3en im Labyrinth verzweigen. Dieser §amg fuhrt von Tag 12,%c bis zur
Geburt dazu, dass sich das Labyrinth weiter veegt¢vahrend der Durchmesser der
einzelnen Kapillaren dabei unverandert bleibt. A&n Grenze zur Spongiotrophoblastschicht
flie3t das transportierte Blut Uber vendse Abflisseder abwarts Richtung Nabelschnur, wo
sich die Gefalie zu zwei Nabelschnurvenen vereir(il@damson et al. 2002).

1.4 Die molekularbiologische Regulation der Differezierung der
Trophoblastlinie

Die verschiedenen Trophoblast-Subpopulationen siunlich und zeitlich streng in ihrer
Entwicklung reguliert. Diese Differenzierung istrvallem durch ebenfalls streng geregelte
Signalkaskaden  determiniert. Im  Folgenden werdene diSignalwege und
Transkriptionsfaktoren zusammengefasst, welche iferafion und Differenzierung der
Stammzellen des Trophektoderms regulieren, um lsice8tich eine funktionsfahige Plazenta
zu bilden. Abbildung 1.2 bietet einen Uberblick tilmas Zusammenspiel verschiedener
Transkriptionsfaktoren in ihrer Abhangigkeit voremier und ihre Interaktion fur die

Spezifizierung, den Erhalt und die weitere Diffezi@nung der Trophoblastzellen.

1.4.1 Die Separierung von ICM und TE

Von der befruchteten Eizelle bis hin zur voll ausfgeeten Plazenta spielen viele
Signalnetzwerke eine Rolle, welche durch Transkniysfaktoren initiiert werden. Die
Entwicklung beziglich der Trophoblaststammzellessidsich grob in drei wichtige Punkte
einteilen: Spezifizierung der Stammzellen, Erhajtunles Stammzellpotentials und
letztendlich die Differenzierung in den bendtigiéslityp. Bereits kurz nach der Befruchtung
kommt es zum ersten wichtigen Schritt. Nachdem3faZ€ell Stadium der Morula erreicht
wurde, separieren sich das Trophektoderm und dierénZellmasse voneinander. Dies erfolgt

mit der Zuordnung der aufReren Zellen zur spatem@phbblastlinie und der Bildung des

13



1. EINLEITUNG

Blastozoels, einem flissigkeitsgefulltem Hohlrawreser ist auch eine Grundvoraussetzung
fur die Ausbildung der inneren Zellmasse (Pedeetext. 1986; Dyce et al. 1987).

D

e

Spezifizierung Erhaltung Differenzierung

<

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Gennetzwerke zur Regulation von
Trophoblaststammzellen

Darstellung der wichtigsten an der Plazentaentwiuglbeteiligten Gene und deren Verbund
untereinander. Orange: Gene, welche die inneldendskse abgrenzen; grin: Gene, die an der
Spezifizierung der Trophoblastzellen beteiligt sibthu: Gene, die an der Aufrechterhaltung
des Stammzellpotentials beteiligt sind; rot: Gertde an der Differenzierung der
Trophoblastzellen beteiligt sind. Verandert nacltkanberg et al. (2012)

Am ersten wichtigen Schritt der Zellseparierungr desbildung des Trophektoderms, ist
vorrangig Cdx2 beteiligt. Es wurde gezeigt, dass TEAD4 der Faldgrder die Expression
von CdxZ2initiiert (Ralston et al. 2010)n vitro zeigte sich, dass TFAP2C in Zusammenarbeit
mit CDX2 die Expression von Genen blockieren kamelche an der Ausbildung der
embryonalen Zelllinien beteiligt sind, wie z. Banog Oct4 und Sox2 (Niwa et al. 2005;
Chen et al. 2009). TFAP2C bindet dabei direkt an Elnhancersequenzen déanog-und
Oct4Promotoren, um so die Expression zu verhinderrckéoberg et al. 2010; Berg et al.

2011). Auch umgekehrt ist diese Interaktion zu laebken. So ist bekannt, dass imvitro

14



1. EINLEITUNG

Modell der embryonalen Stammzellen (ESCs), die ¢takt NANOG, SOX2 und OCT4 an
Tfap2c binden und so wiederum dessen Expression verlmn@i@m et al. 2008). Diese
Mechanismen fihren also zu einer gegenseitigen Hergmwas eine klare Separierung in

Zellen der inneren Zellmasse und des Trophektodermsglicht.

1.4.2 Der Transkriptionsfaktor TFAP2C

TFAP2C, oder auch AP-2ist Teil der AP-2 Familie von Transkriptionsfat¢a. Diese
besteht sowohl im Menschen als auch in der MaudimisMitgliedern: TFAP2A (AP-2),
TFAP2B (AP-2), TFAP2C (AP-2), TFAP2D (AP-2) und TFAP2E (AP-2. AP-2
Transkriptionsfaktoren finden sich vorwiegend imllig&rn, wo sie an Zielsequenzen der
DNA binden und so die Transkription von Genen steu8ie besitzen ein charakteristisches
C-terminales Helix-Span-Helix Motiv, welches fiir ediDimerisierung des Proteins
verantwortlich ist und fur Bindung an die Ziel-DN#endotigt wird, sowie eine basic-Doméne
am N-terminalen Ende, welche die transkriptionaldiderung vermittelt (Williams et al.
1988; Wankhade et al. 2000). Die Bindung erfolgtrangig an die Konsensus-Sequenz 5’-
GCCNyGGC-3" (Mohibullah et al. 1999). In der Maus werdérei der finf Faktoren,
TFAP2A, B und C, in einer Vielzahl von Geweben ko@xiert, unter anderem in Zellen der
Plazenta (Moser et al. 1997). AP-2 Proteine sind \aelfaltigen Prozessen der
Zelldifferenzierung beteiligt und kénnen durch \aiedene Signalmolekile, wie z. B. CAMP
oder Retinsaure beeinflusst werden (Imagawa €t987; Luscher et al. 1989). Das Protein
TFAP2C wurde erstmals 1996 aus der murinen emblgorigarzinom-Zelllinie H19 isoliert
(Chazaud et al. 1996). Es kann bereits in der @ozgthgewiesen werden und ist auch in den
weiteren Stadien bis zur Bildung der Morula vorhemdWinger et al. 2006). Vor der
zygotischen Aktivierung ist der Ursprung des gekmeh TFAP2C Proteins die maternale
MRNA, danach beginnt die Expression der zygotischBNA. Im Laufe der Ausbildung der
Blastozyste wird die Expression auf das Trophekitmdbeschrankt (Auman et al. 2002).
Bereits kurz nach der Implantation kann TFAP2Cen grimaren Riesenzellen nachgewiesen
werden, welche den Konzeptus umschlieBen. An Ta§pd/, konnte auch im
Ektoplazentarkonus, im extra-embryonalen Ektodend im Chorion eine Expression fur
Tfap2c gefunden werden. Ab Zeitpunkt der chorioallandoidFusion und wahrend der
weiteren Ausbildung der Plazenta wiidap2c in allen Zellen der Trophoblastlinie mit
Ausnahme der Synzytiotrophblastzellen exprimietti (& al. 1998; Sapin et al. 2000). Der
sich entwickelnde Embryo zeigt im Laufe der Schveasghaft eine Expression vaifap2cin

einer Vielzahl von Geweben. Besonders erwdhnensiserhier die Expression in den
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Keimzellen. Zwischen den Tagen 11,5 und 146 konnte dort Tfap2c Tanskript
nachgewiesen werden. In der adulten Maus finddt JIEAP2C unter anderem in den
Follikeln des Ovars, in den Hoden und in der Lur{@azaud et al. 1996)

Der Fokus dieser Arbeit liegt hauptsachlich auf Benktion von TFAP2C auf die plazentare
Differenzierung. Aumann und Kollegen konnten hisr@002 zeigen, dass ein homozygoter
Verlust von TFAP2C zu einem friihen Absterben debBmnen kurz nach der Implantation
fihrt. Es kénnen keine lebend&fap2¢” Embryonen nach Tag 10 gefunden werden. Zu
diesem Zeitpunkt sind die gefunden&fap2cdefizienten Embryonen bereits kleiner als die
heterozygoten- und Wildtyp-Wurfgeschwister. Gruritt tlieses frihe Absterben ist eine
rudimentdre Ausbildung bzw. ein Fehlen des Ektapiéarkonus mit einer reduzierten
Anzahl an primaren Trophoblast-Riesenzellen undmalé eine falsch ausgerichtete
Implantationsrichtung in der Dezidua (Auman et24102). In der Publikation von Werling

und Schorle 2002 wurde dies ebenfalls bestéatigt.

1.4.3 Die Bildung des Labyrinths und der Spongiotrphoblastschicht

Die Differenzierung der Synzytiotrophoblastzellan Labyrinth wird hauptséchlich durch
den Transkriptionsfaktor GCM1 reguliert. BereitsTaag 7,5pc finden sich im Chorion viele
kleine Areale, an dene@cmlexprimiert wird (Basyuk et al. 1999). Diese Stel&nd der
Ausgangspunkt der villésen Verzweigungen des Lallysi (Anson-Cartwright et al. 2000).
Nach der Chorioallantoiden Fusion an Tag B¢Sheginnt die Invagination des Chorions in
sog. Villi, in deren Hohlraume nun die fetalen Bjef&Re der Allantois einwandern kénnen
(Cross et al. 2003). An der Spitze der neu gelslu#filli verbleibt die Expression vo@cm1

so lange, bis der Prozess der Verzweigung abgessdnoist. Zu diesem Zeitpunkt werden
auch die Synzytiotrophoblastzellen gebildet, welspéiter das fetale und maternale Blut
voneinander trennen (Adamson et al. 2002). Ein®grdahl von weiteren Genen scheint
aulBerdem an der Bildung einer funktionierenden Liabyschicht beteiligt zu sein, die
genauen Mechanismen sind jedoch unklar. Hinweidedeu Beteiligung anderer Faktoren
geben hauptsachlich loss-of-function MausmodellamZBeispiel fihrt der Verlust von
Teilen verschiedener Signalpfade, wie z.Botchl Notch4 Heyl oder CCN1 zu
Phanotpyen, die mit einem reduzierten oder komgdigtiendem Labyrinth einhergehen
(Krebs et al. 2000; Mo et al. 2002; Fischer e@D4; Krebs et al. 2004). Sehr wichtig fiur die
korrekte Vaskularisierung der Labyrinthschicht astch der Sauerstoffgehalt des Gewebes
(Maltepe et al. 1998).
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Die Bildung der Spongiotrophoblastschicht erfolgisadem Ektoplazentarkonus, was
Aufgrund von Expression der Gefigbpaund FItl angenommen wird. Beide Gene werden
sowohl im Ektoplazentarkonus als auch in der spat&pongiotrophoblastschicht exprimiert
(Lescisin et al. 1988; He et al. 1999; Cross e2@D3).

Ebenfalls in beiden Geweben zu finden ist der Tkapgsonsfaktor ASCL2 (ehemals
MASH?2). Er ist daran beteiligt, die Proliferatiamder Spongiotrophoblastschicht aufrecht zu
erhalten (Guillemot et al. 1994; Cross et al. 199%naka et al. 1997). ImMscl2”
Mausmodellen zeigt sich ein verfrihter Verlust &ésoplazentarkonus und ein Fehlen von
Spongiotrophoblastzellen (Guillemot et al. 1994ndka et al. 1997). Ab Tag 12fe der
Entwicklung lassen sich Glykogenzellen in der Spoingphoblastschicht nachweisen,
welche Marker wielTbpbaoderCx31 exprimieren (Adamson et al. 2002; Coan et al. 2006
Die Glykogenzellen sind gut mit Hilfe der PAS-Reaaht (periodic acid Schiff-reaction)
darzustellen (Teesalu et al. 1998). Wéahrend authder Genexpression ein Ursprung dieser
Zellpopulation aus Spongiotrophoblast-Vorlauferzell vermutet wurde, deuten neuere
Ergebnisse auf eine Herkunft direkt aus dem Ektmnitarkonus hin (Tesser et al. 2010). In
Bereichen des apikalen EPCs findet sich die ExfmessonPcdh12 ein Faktor der auch von
Glykogenzellen exprimiert wird (Bouillot et al. 280

An der Regulation der Riesenzelldifferenzierungeiste gro3e Anzahl von Genen beteiligt.
Im Folgenden werden die fur diese Arbeit relevarBane betrachtet. Frihere Ergebnisse
dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass das GeBil,welches fur das Connexin 31 kodiert, eine
sehr wichtige Rolle bei der Erhaltung der RiesdrRedgenitorzellen spielt (Plum et al. 2001;
Kibschull et al. 2004; Kibschull et al. 2005Lx31 wird nach der Implantation im
Ektoplazentarkonus und im extra-embryonalen Ektodgebildet und persistiert spater in der
Spongiotrophoblastschicht. Ein Fehlen v@xB1flhrt im Mausmodell zu einer stark erhéhten
Anzahl von Riesenzellen (Plum et al. 2001). Ein terer wichtiger Faktor fir die
Aufrechterhaltung des Stammzellpotentials in Eldaphtarkonus und Chorion ist der
TranskriptionsfaktorAscl2 Der Phanotyp deAscl2” zeigt unter anderem eine vermehrte
Bildung von Riesenzellen (Guillemot et al. 1994;n@ka et al. 1997). In Versuchen mit
Trophoblaststammzellen konnt&scl2 transient das Stammzellpotential unabhangig von
FGF4 erhalten (Hughes et al. 2004). Ein wichtigeaktbr, der fir die terminale
Differenzierung der TGCs verantwortlich ist, ist deanskriptionsfaktoGata3 Er ist nicht,
wie Cdx2und Tfap2¢ an der frihen Trennung von ICM und TE beteilggindern zeigte die
Sicherstellung von Proliferation und die Einleitudgr Differenzierung in Trophoblast-
Stammzellen (trophoblast stem cells, TSCs) (Ralstai. 2010).
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1.4.4 Trophoblast-Riesenzellen

Neben der Lineage Differenzierung in Zellen desylmiths, des Spongiotrophoblasten und
der Glykogenzellen erfolgt aufRerdem die terminaldfei®nzierung zu Trophoblast-
Riesenzellen. Diese erfolgt auf zellularer Ebenecldieinen Ausstieg der Zellen aus dem
Zellzyklus und durch Endoreduplikation (ligren &€t ¥983; Zybina et al. 1996). Die Cyclin-
abhangige Kinase (CDK) CDK1 ist verantwortlich fdie Einleitung der Mitose im
Zellzyklus (Sherr et al. 2004). Wahrend der Ries#ldifferenzierung ist CDK1 jedoch nicht
aktiv, weshalb es zu keiner mitotischen Teilung dellen kommt (MacAuley et al. 1998).
Dies ist hochstwahrscheinlich auf die Aktivitat d€DK-Inhibitors CDKN1C (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1c, friiher 8% zuriickzufiihren (Ullah et al. 2008). Wahrend
dieses Prozesses wird die DNA immer wieder reptizehne dass es zur Zellteilung durch
Mitose kommt. Dies ist wichtig, um eine unkontreite Proliferation der Zellen im
matterlichen Geweben nach der Invasion zu verhindétemberger 2008), gleichzeitig
transformieren diese Zellen zu einem sekretorischgous, der durch die Erhéhung der
Menge an Golgi-Apparat und endoplasmatischem Retikwerkennbar ist (Bevilacqua et al.
1988).

In der Plazenta der Maus sind bis zum heutigenpdekt finf verschiedene Subtypen von
Trophoblast Riesenzellen identifiziert. Sie werdem einen durch ihre Lokalisation und zum
anderen durch die Expression spezifischer Markarattterisiert. Abbildung 1.3 zeigt die
verschiedenen Subtypen und ihre Verbreitung. Dierstuauftretenden polyploiden Zellen
sind primare Trophoblast-Riesenzellen, auch paeefRiesenzellen (P-TGCs) genannt,
welche die Embryonalanlage an der antimesometrateindie Plazenta an der mesometralen
Dezidua begrenzen. Eine weitere wichtige Rollelspiesie bei der Implantation und dem
ersten Kontakt des Trophoblasten mit maternalenaf@ef. P-TGCs werden durch die
Expression vonPrl3d1l (placental lactogen 1PI-1) charakterisiert. In den muitterlichen
Spiralarterien sind die Spiralarterien-assoziier®&asenzellen (SpA-TGCs) zu finden. Sie
dienen hochstwahrscheinlich dem Umbau der Artasiareinen kontinuierlichen Blutfluss in
die Plazenta zu ermdglichen und sind durch die &gon vonPrl2c2 (proliferin, PIf)
charakterisiert. Ein weiterer Subtyp findet sichdien Zentralkanalen, welche das maternale
Blut zur Basis der Plazenta leiten. Dort befindéch Kanal-assoziierte Riesenzellen (C-
TGCs), welchePrl2c2 und Pri3bl (placental lactogen RI-2) exprimieren. Auch hier wird
die Funktion der TGCs in der Erweiterung der Gefafgemutet. In den maternalen
Sinusoiden des Labyrinths sind die sinusoidalenphioblast Riesenzellen (S-TGCs)

lokalisiert. Sie exprimiere®rl3b1l und Ctsq (Cathepsin Q) und modulieren vermutlich die
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Aktivitat von Hormon- und Wachstumsfaktoren, bewbese in den fetalen Blutkreislauf
Ubertreten (Simmons et al. 2007). Ein bisher unibetea Subtyp der ,channel TGCs" (Ch-
TGCs) wurde vor kurzem von Gasperowicz et al. (2dd&schrieben. Dieser Typ befindet
sich in Kanalen, welche das maternale Blut aus@lansoiden des Labyrinths sammeln um
es schliel3lich in die Lakunen der Spongiotrophdbtdscht zu leiten und so einen vendsen
Abfluss ermdglichen. Ihr Expressionsmuster @tsqundPrl2c2 grenzt diesen Zelltypus von

den anderen Riesenzellen ab (Gasperowicz et aB)201

Maternale Lakunen

Spiralarterie ~——

SpA-TGCs
C-TGCs

\ P-TGCs

S-TGCs

Dezidua — £
Zentralkanal

Maternale Sinusoide

Spongiotrophoblast

Labyrinth

Nabelschnur ——

Abb. 1.3: Ubersicht der verschiedenen Subtypen vofirophoblast Riesenzellen
Verandert nach Hu und Cross (2010)

Die SpA-TGCs sind positiv fir den Spongiotrophoblgsezifischen Markepbpa und

entstammen dem aul3eren Ektoplazentarkonus, ebeasanaTeil der C-TGCs und P-TGCs.
Der andere Teil, sowie Ch-TGCs und S-TGCs, sinctmedir Tpbpa ihre genaue Herkunft
ist noch nicht vollstandig geklart. Es wird ein pigng dieser Zellen im Chorionektoderm

und/oder dem inneren Ektoplazentarkonus vermutetn®ns et al. 2007).

1.5 Zielsetzung

Der Transkriptionsfaktor TFAP2C lbernimmt die Fuok des Aufrechterhaltens des

Stammzellpotentials im Ektoplazentarkonus, eineak®ar, die sich im weiteren Verlauf zur

Plazenta weiterbilden wird (Auman et al. 2002; Wxeylet al. 2002). TFAP2C kann in der
19



1. EINLEITUNG

reifen Plazenta in allen Trophoblastlinien aul3em d8ynzytiotrophoblasten nachgewiesen
werden (Eckert et al. 2005). Der Verlust vbiap2cfiuhrt zum Absterben der Embryonen in
frihester Schwangerschaft, aber auch bei einemrdzgggpoten Genotyp konnte eine
reduzierte Anzahl an Nachkommen an Tag lg¢sund nach Geburt festgestellt werden
(Werling et al. 2002), obwohl es zur AusbildungeziRlazenta kommt.

In dieser Arbeit sollte die Fragestellung geklagreen, warum bereits ein teilweiser Verlust
des Transkriptionsfaktor§fap2c einen Effekt auf die Uberlebensfahigkeit der Encingn
hat, obwohl die Ausbildung der Plazenta intakt leesat. Aus diesem Grund sollten
Phanotypanalysen an den Tagen 14,5 und @8durchgefihrt werden. Morphologische und
Immunhistochemische Untersuchungen sollten diek&traer Plazenten genauer definieren.
Ebenfalls sollten aus den verschiedenen Komparteneder Plazenta mit Hilfe der Laser-
Mikrodissektion Areale aus der Spongiotrophoblastd der Labyrinthschicht getrennt
voneinander untersucht werden, um die Expression Markern der Trophoblastlinie
ermitteln zu konnen.

Zum besseren Verstandnis der Signalkaskaden bébifferenzierung der Trophoblastlinien
in Abhangigkeit der Menge an TFAP2C sollten auRerdéap2¢” Trophoblast-Stammzellen
etabliert werden. Eine siebentédgige Differenziesnadie ermdglicht es, die verédnderte
Genexpression wahrend der Differenzierumgitro zu verfolgen. Da bei dem vorliegenden
plazentaren Phanotyp eine Storung von Migration umebsion der differenzierenden
Trophoblastzellen nicht ausgeschlossen werden kosotiten die fuTfap2cheterozygoten

TSCs auf ihre Fahigkeit zu Migration und Invasionersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Substanz

Hersteller

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Blocking Reagent 10x
Bromphenolblau

BSA

Calcein, AM

CHAPS

DEPC

Dinatriumsalz

DMEM

DMSO
DNA-Polymerase-Puffer 10x
DNase I-Puffer 10x
dNTP-Mix (je 10 mM)

DTT (0,1 M)

EDTA >99%

Eosin

Essigsaure 100%

Ethanol absolut AnalaR Normapur
Ethidiumbromid [10 mg/ml]
Fetal Calf Serum
First-Strand buffer 5x
Formaldehyd 35%
Formamid

Gel extraction Kit

Glycerin

Glycin

Hamatoxylin

HPLC-H,O

Carl Roth, Karlsruhe
Roche, Grenzach-Wyhlen
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Molecular Probes, Eugene, USA
Roche, Grenzach-Wyhlen
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
GeneCraft, KéIn
Invitrogen, Karlsruhe
GeneCraft, KoIn
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
BDR Prolabo VWHRymstadt
Serva, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Omega Bio-tek, Norcross, USA
Riedel-de Haén, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe
Thermo-Scientific, Pittsburgh, USA

Merck, Darmstadt
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hrFGF4

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kresyl-Violett-Farbstoff
L-Glutamin

Liquid Cover Glass
Magnesiumchlorid

Matrigel Phenolrot-frei
Methanol

Mitomycin C

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumphosphat
Natriumpyruvat

NBT/BCIP Stock Solution
Nuclear Fast Red
Oligo(dT)18 Primer

PBS Dulbecco
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Power SYBR Master Mix
Salzsdure 37%

RPMI 1640

Shandon Xylene Substitute

Shandon Xylene Substitute Mountant

3-Mercaptoethanol
Tissue Tek O.C.T Compound

Peprotech, London
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Zeiss, Munchen
Carl Roth, Karlsruhe
Becton Dickinson, BedfotdiSA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Life Technologies
Roche, Grenzach-Wyhlen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Applied Biosystems,
Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Thermo-Scientific, Butgh, USA
Thermo-Scien#ittsburgh, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Weckert Labortechnikzikgen

Tris Carl Roth, Karlsruhe

Tris-HCI Carl Roth, Karlsruhe

tRNA Roche, Grenzach-Wyhlen
Trypsin-EDTA Invitrogen, Karlsruhe

Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

Cell culture Insterts 8 um
Deckglaser (18 mm)
Einkanal-Pipetten
Einwegskalpell
Einmalspritzen (1 ml)

Eppendorf-Gefald

Falcon Reagenzgefal3e (15 ml, 50 ml)

Einmalkantlen (23 G, 27 G)
Liquid Cover Glass

Objekttrager

Objekttrager Membran Slide 1.0 PEN
Objekttrager Super Frost Plus Slides

Petrischalen

Falcon, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Mediware Servoprax GmbH, Wesel
Terumo Europe N. V., LeuBzigien
Eppendorf, Hamburg
Greiner bm-8olingen
B. Braun Melsungen AJddngen
Zeiss, Munchen
Engelbrecht, Ederminde
Zeiss, Munchen
R. LangeokriBmmendingen
Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen (10 —100, 100 —1000 I) Sarstedt, Numbrecht

PCR-Reaktionsgefalie 0,2 ml
UV-Klvetten

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Zellkulturflaschen, -platten, -schalen Falcon, dédlberg

2.1.3 Enzyme

Enzym Hersteller

Bam HI Fermentas, St. Leon-Rot
Eco RI Fermentas, St. Leon-Rot

DNA Polymerase Biotherm
DNase |

M-MLV-RT

Proteinase K
RNase-Inhibitor
SP6-Polymerase

T7-Polymerase

GeneCraft, KoIn
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Grenzach-Wyhlen
Roche, Grenzach-Wyhlen

Roche, Grenzach-Wyhlen

Roche, Grenzach-Wyhlen
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2.1.4 Gerate

Gerat Hersteller

ABI Prism 7300 Applied Biosystems, Weiterstadt
Autostainer 480 Medac, Hamburg

BioPhotometer plus Eppendorf, Hamburg

Brutschrank US Autoflow NuAire Plymouth, USA
CasyCounter CASY®1 Scharfe System, Reutlingen
Gelelektrophoresekammer Medizintechnik Universidéitgkum Essen
Homogenisator Polytron PT 3100 KINEMATICA AG, LureiSchweiz
Kryostat Leica CM 1850 UV Reichert-Jung Leica, Wat
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Miunchen

Lichtmikroskop Labovert FS Leitz, Wetzlar

Magnetrthrer IKAMAG® IKA®-Werke, Staufen

Microplate Reader FLUOstar Omega BMG Labtech, Qréeg

Mikrotom 2050 Supercut Reichert-Jung Leica, Wetzla
PALM MicroBeam Zeiss, Munchen
Paraffinausgiel3station PA/3,3 Chirurgie & Elektemhanik, Ludwigslust
pH-Meter HI 9025 Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Photometer BioPhotometer plus Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe pipetus® Hirschmann Laborgeréateeiisbadt
Spannungsgerat PHERO-stab. 500 Biotec-FischeskRehen
Sterilbank Class |l NuAire Plymouth, USA

T3 Thermocycler T3 Biometra, Gottingen

Vortexer L46 GLW, Wirzburg

Warmeschrank Memmert, Schwabach

Wasserbad GFL, Burgwedel

Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5424 Eppendorfiriiarg

Zentrifuge: Hettich Rotina 38R Hettich, Tuttlingen
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2.1.5 Oligonukleotide

Acession Produkt-
Genname Sequenz (5" 3)
number l&ange (bp)
for: AGCCATGTACGTAGCCATCC
-Actin X03672 227
rev. GTCTCAGCTGTGGTGGTGAA
for: CACTTGCTCCTACACGATCAG
Tfap2c NMO009335 240
rev: TAGGCATTCCGGTGGTGACAG
for: TCCTGCTGACTGCTTTCTGA
Cdx2 NMO007673 144
rev: CCCTTCCTGATTTGTGGAGA
for: CTAGGGCAGCGGAGGAAAAG
Cited2 NM010828 176
rev:. TTCTGCTCGGAACACCGAAG
for: GTGAGCCACCATCACCCCGC
Gata3 NM008091 185
rev: TGCACCGTAGCCCTGACGGA
for: CTGGACAAGCCCATCGACAA
Tead4 NM011567 154
rev: CGATCAGCTCATTCCGACCA
for: GAGAGAACTTGCTGGGCATC
Cdknlc NM001161624 198
rev: GCTTTACACCTTGGGACCAG
for: CGTTTGGCCTCTCTGAACTC
Igf2 NM010514 155
rev: GACGACTTCCCCAGATACCC
for: CTGCAAGACTTTCCCCGCTA
Phlda2 NM009434 198
rev: ATCTTCGGTGAAGAGCAGCG
for: GAGAGCTAAGCCCGATGGAG
Ascl2 NM008554 187
rev:. GCACTTGGCATTTGGTCAGG
for: GTGATCTGAGGCAGTAGTGGTC
Ctsq NM029636 180
rev:. GTACTTCTTCCTCCGGACTGTATA
for: TGGAGCCTACATTGTGGTGGA
Pri3d1 NMO008864 131
rev: TGGCAGTTGGTTTGGAGGA
for: AGCAGCCTTCTGGTGTTGTC
Pri3b1 NM_008865.3 197
rev: TGTGACACCACAATCACACG
for: AGGAGCCATGATTTTGGATG
Prl2c2 NM011118 203
rev: ACCAGGCAGGGTTCTTCTTT
Sry(Lambert et for: TGGGACTGGTGACAATTGTC
NM_011564.1 402
al. 2000) rev: GAGTACAGGTGTGCAGCTCT
IL-3 (Lambert for: GGGACTCCAAGCTTCAATCA
NM_010556.4 544
et al. 2000) rev: TGGAGGAGGAAGAAAAGCAA
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2.1.6 Antikorper

Antikorper

Hersteller

Anti-Dig-AP Fab Fragments
TFAP2c (05-909)

KI67 (TEC-3)

CD31 (Sz31)

Roche, Grenzach-Wyhlen
Merck Milipore, Darmstadt
DAKO, Hamburg

Dianova, Hamburg

2.1.7 Kits
Kit Hersteller
Total RNA Kit | OMEGA bio-tek,Norcross, USA

RNeasy Micro Kit

RNeasy Midi Kit
REDEXxtract-N-Amp Tissue PCR Kit
DIG RNA labeling Mix

MinElute Gel Extraction Kit

2.1.8 Software und Datenbanken

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Sitlis, USA
Roche, Grenzach-Wyhlen
OMEGA bio-tek,Norcross, USA

ABI Prism 7300, Applied Biosystems, Weiterstadt
NIS-BR 3.1, Nikon Instruments, Amsterdam, Niededian
GraphPad Prism 5, GraphPad Software, La Jolla, USA

PALM RoboSoftware 4.2, Zeiss, Minchen

SPSS Software, Version 16.0, IBM, Ehningen

Vector NTI, Invitrogen, Karlsruhe

2.1.9 Transgene Mause

TFAP2C™* Mause (bereitgestellt von Hubert Schorle, UnitétsBonn, Werling et al.

2002) wurden mit CMV-Cre Mausen verpaart (Tierlables Universitatsklinikums Essen,

Erstbeschreibung bei Schwenk et al. 1995) um soPBFEA™ Tiere zu erhalten. Die Mause im
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zentralen Tierlabor (Leitung: Prof. Dr. rer. nater@ Hilken) wurden unter konstanter
Temperatur und Luftfeuchtigkeit und einem 12h/128|4Dunkel-Rhythmus gehalten. Futter
und Wasser wurdead libitum bereitgestellt. Die Wildtyp-, bzwTfap2¢” -Mannchen und
Weibchen wurden tGber Nacht verpaart, der Tag miiitsarem vaginalem Plug wurde als Tag
0,5 pc (post coitunp festgelegt. Alle Tiere wiesen einen gemischte@s¥#Il6 Hintergrund
auf.

Die Haltung und Arbeit mit den Versuchstieren wuutiéer Einhaltung der Vorschriften zum
Umgang mit Versuchstieren der Bundesrepublik Délasacl durchgefihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Gewebeproben

Schwangere Weibchen wurden an Tag 14,5 bzw. (18,§etotet und die Embryonen und
Plazenten entnommen und gewogen, die Amnionhiliemien zur Genotypisierung benutzt.
Alle Proben wurden anschlieBend je nach Verwendiwgsk entweder in flissigem

Stickstoff schockgefroren oder in 4% Formalin UNeacht fixiert.

2.2.2 Genotypisierung

Je nachdem, ob es sich um Genotypisierungen zuhtZoder zur Probenbestimmung
handelte, wurden Schwanzspitzen, Ohrspitzen odesangmelte Amnionhuillen zur
Genotypisierung verwendet. Die Genotypisierung wurdt dem REDEXxtract-N-Amp Tissue
PCR Kit nach der Anleitung des Herstellers durctigef

Die Folgenden Primer wurden verwendet, um Wildtyml mutierte Allele nachzuweisen
(Werling et al. 2002): P1 (5-AACAGGTTATCATTTGGTTGGATT-3"), P2 (5-
CAATTTTGTCCAACTTCTCCCTCAA-3’) and P3 (5’AATAGTCAGCBCCGCTTTACT
AGG-3’), wobei eine 300 Basenpaar (bp) Bande eifdiyp- und eine 700 bp Bande das

Nullallel anzeigte.

2.2.3 Histologische und morphometrische Analysen
Das Formalin-fixierte Gewebe fiir Morphologie, siti-Hybridisierung, Immunhistochemie,

Detektion der alkalinen Phosphataseaktivitat umddié PAS-Reaktion wurde dehydriert und
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in Paraffin eingebettet. Es wurden 7 um dicke Sthrauf Super Frost Plus Objekttrager
aufgezogen.

2.2.4 HE-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung farbt die Zellkernattels Hamatoxylin blau und das
Zytoplasma mit Eosin rétlich. Nach dem entpara#fien der Schnitte in Xylene-Substitute
und kurzem Spilen in Isopropanol wurden die Prabesiner absteigenden Ethanolreihe und
A. dest. rehydriert. Die anschlieRende Kernfarbumgy Hamatoxylin erfolgte fir 5 min,
gefolgt vom Differenzieren der Farbung in 0,5 % H®@ Ethanol und blauen in
Leitungswasser. Die Cytoplasmafarbung mit Eosirolgté ebenfalls fir 5 min. Nach
mehrmaligem dehydrieren der gefarbten Schnitte6ib Ethanol und Isopropanol wurden in

Xylene Substitute geklart und die Schnitte mit XyeSubstitute Mountant eingedeckt.

Eosin-Lésung: 5g Eosin
auf 1 196% EtOH,

2 ml 100 % Essigsaure

2.2.5In situ-Hybridisierung

Um die genaue Lokalistation vompbpaTranskripten in den untersuchten Schnitten zu
bestimmen, wurde einen siti-Hybridisierung mit einer RNA-Sonde durchgefihrtunz
Herstellen der Sonde wurden 150 ng des Vektors p@ibpa, zur Verfligung gestellt von
Myriam Hemberger, Babraham Institute, UK) mit BamkHense-Sonde), bzw. EcoRl
(antisense-Sonde) linearisiert. Zusammen mit jd DIG RNA labeling mix, transcription
buffer, RNase-Inhibitor und T7 (sense-Sonde), lBR6 (antisense-Sonde) wurde ein 20 ul -
Ansatz zum Umschreiben der DNA-Sequenz in RNA rstadie. Der Ansatz wurde 2 h bei
37° C inkubiert und die Sonde anschlieRende swtwendet oder bei -80° C eingefroren.
Die verwendeten Schnitte wurden zunadchst in Xyl8obstitue entparaffiniert und
anschlieBend in einer absteigenden Ethanollreitte RBS rehydriert. Die Proben wurden
danach 15 min bei 37° C in einer Proteinase K -bgsinkubiert und nach verschiedenen
Waschschritten in PBS mit 4% Paraformaldehydl6siig0,2% Glutaraldehyd nachfixiert.
Das Blockieren potentiell zu unspezifischer Farbéitgender RNA-Sequenzen erfolgte fur
2 h bei 65° C mit je 10 pul Hybmix-Puffer. Danachrden 10 ng der Sonde in 10 pl Hybmix-
Puffer pro Schnitt auf die Objekttrager aufgebra&he Proben wurden tber Nacht in einer

mit 50% Formamid/2x SSC geflllten Kammer bei 65hKubiert. Am nachsten Tag erfolgte
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ein kurzer Waschschritt in 2x SSC und ein Inkubatiar 30 min bei 65° C in 50%
Formamid/2x SSC. Nachdem die Proben anschlieBeRB& T gewaschen wurden, wurden
zum Blockieren der unpezifischen Antikérperbindwsigen je 100 pl B-Block pro
Objekttrager aufgetragen und in einer dunklen Kammi¢ Wasser bei Raumtemperatur far
1 h inkubiert. Der Antikérper zum Nachweis der Ditarkierten Sonde (Anti-Dig-AP Fab
Fragments) wurde 1:1000 in B-Block verdinnt. Dikulmation erfolgte fiir 2 h bei 37° C in
einer mit Wasser gefillten dunklen Kammer. Die NBCTIP-L6sung, welche als Substrat fur
die akalischen Phosphatase verwendet wurde, wiBfein NTM-Puffer verdinnt und auf
die Schnitte aufgebracht. Die Reaktion wurde ur@ehtkontrolle bei Raumtemperatur
inkubiert und schliel3lich in PBS abgestoppt. FireeGegenfarbung wurden die Kerne mit
Nuclear Fast Red gefarbt. AnschlieBRend wurden dibani®e in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert und schlief3lich in XylengbStitute Uberfihrt und Xylene Mountant

eingedeckt.
Hybmix-Puffer: 2,5 ml Formamid
1,25 ml 20x SSC
50 mg Blocking Reagent
1mi A. dest
50 pl 0,5M EDTA
5 ul Tween
50 pl CHAPS 10%
2 ul Heparin (50 mg/ml)
100 pl tRNA (50 mg/ml)
NTM 25 ml 1 M Tris-HCI pH 9,5
5ml 5 M NacCl
12,5 ml 1 M MgC}
mit A. dest auf 250 ml auffllen
20 x SSC 175¢ NaCl
88,2 ¢ Na-Citrat
pH 4,5
50 % Formamid / 2x SSC 50 ml 20 x SSC pH 4,5
250 ml Formamid

mit A. dest auf 500 ml auffullen
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2.2.6 Immunfarbung

Die Immunfarbungen wurden mit Hilfe einer automehisn Farbemaschine (Autostainer 480,
Medac, Hamburg) durchgefuhrt. Der Ablauf lasst sigl folgt zusammenfassen: Nach dem
entparaffinieren und einer anschlieenden Rehydrgerwurden die Schnitte mit dem

jeweiligen Antikorper und dem jeweiligen entsprauthem Sekundarantikdrper inkubiert. Als

Gegenfarbung wurde Hamatoxylinlosung analog zurelE-Farbung verwendet (siehe

2.2.4). Dazu wurden die Schnitte kurz in die Losgegalten, anschlielRend in 0,5 % HCI in
Ethanol differenziert und anschlieRend in Leitungsser geblaut. AbschlieBend erfolgte die
Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihg das Eindecken mit Xylene Substitute

Mountant.

Verwendete Antikorper: TFAP2c (1:1000, monoklondisprung: Maus)
K167 (1:250 monoklonal, Ursprung: Ratte)
CD31 (1:20, monoklonal, Ursprung: Ratte)

2.2.7 Nachweis der alkalischen Phosphatase

Fur den Nachweis der alkalischen Phosphatase inGésvebeschnitten wurde ein Gemisch
aus Nitroblau-Tetrazoliumchlorid und 5-Brom-4-ch&indolylphosphat (NBT/BCIP) als
Substrat benutzt, wie bei Adamson et al. (2002)chmésben. Nach dem Ublichen
Entparaffinieren und Rehydrieren der Proben erfolghne weitere Vorbehandlung eine
Inkubation mit NBT/BCIP Substrat (1:50 in NTM-Puffeverdinnt) fur ca. 15 min.
Anschlielend wurden die Schnitte mit Nuclear Fastl Regengefarbt, in PBS gewaschen,

dehydriert und nach Inkubation in Xylene Substitutét Xylene Substitue Mountant

eingedeckt.

NTM 25 ml 1 M Tris-HCI pH 9,5
5ml 5 M NacCl
12,5 ml 1 M MgC}

mit A. dest auf 250 ml aufftllen

2.2.8 PAS-Reaktion
Die PAS-Reaktion (Periodic acid-Schiff reaction) rdei verwendet, um vorhandene
Glykogenakkumulationen in den Plazenten nachzuwelBe Farbereaktion wurde mit Hilfe

einer automatischen Farbemaschine (Autostainer Mi@dac, Hamburg) durchgefiihrt. Nach
30



2. MATERIAL UND METHODEN

dem Entparaffinieren und Rehydrieren erfolgte deh@&dlung mit Perjodséaure 0,5 % fir 10
min. Nach einem kurzen Waschschritt in A. dest wardie Proben in Schiffsches Reagenz
Uberfuhrt und dort fr 20 min inkubiert. Nach dezgenfarbung mit Hamatoxylin wurden die

Schnitte dehydriert und in Xylene Substitute Mouhtingedeckt. Das Glykogen im Gewebe

wies eine rote, die Kerne eine blaue Farbung auf.

2.2.9 Morphometrische Auswertung

Fur die morphometrischen Messungen der PlazentedenuSerienschnitte von mindestens
drei verschiedenen Plazenten jedes Genotyps untgrsDazu wurde ein Zeiss Axiophot
Mikroskop zusammen mit einer Nikon DS-Ul Kamera wardet. Fir die

Flachenvermessung der Plazenten kam die Softw&eBRI 3.1 zum Einsatz.

2.2.10 Laser-Mikrodissektion

Fur die Laser-Mikrodissektion wurden die schwangevuttertiere an Tag 14.pc getotet
und die Plazenten gesammelt. Die Proben wurdeltissi§em Stickstoff schockgefroren und
bei -80° C gelagert. Mit Hilfe eines Kryomikrotonvgurden anschlieBend 10 um dicke
Schnitte angefertigt und auf Membran beschichtebgekitréger aufgezogen (Membrane
Slides 1.0 PEN). Die so hergestellten Gewebesehnitirden 5 min lang in -20° C kaltem
Ethanol fixiert und anschliel3end fir 30 s mit Kieglett gefarbt. Um die gefarbten Schnitte
haltbarer und fur die Mikroskopie geeignet zu machsurde eine dinne Schicht Liquid
Cover Glass aufgetragen, welche das Deckglas erBetzlLaser-Mikrodissektion wurde mit
dem PALM MicroBeam System und dem Axiovert Mikroplkaurchgefuhrt. Zum Auswahlen
der Areale und zur Koordination des Lasers wurde Shftware PALM RoboSoftware 4.2
verwendet. Die gelaserten Proben wurden getrenntbhabyrinth und Spongiotrophoblast
gesammelt. Anschlielend wurde sofort mit Hilfe deSleasy Micro Kits gemaR den

Herstellerangaben die RNA isoliert.

2.2.11 RNA-Gewinnung aus ganzen Plazenten

Um RNA von ganzen Plazenten zu erhalten, wurdensdievangeren Muttertiere an Tag
14,5, bzw. 18,5pc getdtet und die Plazenten entweder sofort weitarieitet oder in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°g€lagert. Die Homogenisierung des
Gewebes erfolgte mit Hilfe des Polytron PT 3100e RNA wurde anschlielend mit Hilfe
des RNeasy Midi Kits nach Angaben des Herstelkatart.
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2.2.12 cDNA-Synthese und reverse Transkription

Fur die Synthese der cDNA wurde 1 pug der RNA desd@dplazenten, bzw. 1 pl des
Gesamteluats der mikrodissektierten Plazenten vetete Um Kontaminationen durch DNA
auszuschlieBen, wurde die RNA mit 1 U/ul DNaser1fa min inkubiert. Der Verdau wurde
anschlieBend bei 65° C fir 10 min abgestoppt. Zuosammit 200 U/pul M-MLV, Oligo(dT)
Primer, DTT und 1,25 pl dNTPs (10 mM) wurde dandehreverse Transkription fir 1 h bei
37° C durchgefiihrt.

2.2.13 Herstellung der Standardreihen fur die ReaFime PCR
Zur Herstellung der Standardreihen wurde zunadbbtAzProben von Wildtypplazenten mit
den jeweiligen Primern amplifiziert. Dazu wurdeeja 50 pl Ansatz mit 1 pg cDNA, 1 U/ul
DNA-Polymerase, 1 ul dNTP-Mix und je 1 pl der Prim@5 pmol/ul) hergestellt. Die
verwendeten Primer sind in Abschnitt 2.1.5 aufgetis
Programmablauf:
1x 94°C 2 min
45x  94°C 45s

60°C 45s

72°C 2 min
1x 72°C 5 min

Die amplifizierten Proben wurden anschlieRend aufAgarosegel aufgetragen.

2.2.14 Agarose-Gelelektrophorese

Das verwendete 1%ige Agarosegel mit TBE-Puffer wurdr Sichtbarkeit der DNA mit
Ethidiumbromid (0,5 mg/mg) versetzt. Bevor die aifigerten PCR-Produkte auf das Gel
aufgetragen wurden, wurden ihnen 10x DNA-Probermguiimh Verhéltnis 1:10 zugesetzt.
Anschlie3end erfolgte die grol3enspezifische Aufiterg der DNA bei 110 V fur ca. 45 min,
zusammen mit einem GroRenstandard (Gene Ruler fODNA ladder). Die Auswertung
erfolgte unter UV-Licht an einer Geldokumentatianage.

Zur Herstellung der Standardreihen wurde anschiié(s#ne Gelelution mit dem E.Z.N.A.
Gelelutionskit nach den Angaben des Herstellerstyaflhrt. Die so gewonnenen spezifisch
amplifizierten cDNA-Proben wurden in einer Verdinguvon 1:100 photometrisch

guantifiziert und anschlie3end seriell verdinnt.

32



2. MATERIAL UND METHODEN

TBE-Puffer: 90 mM Tris
90 mM Borsaure
2 mM EDTA

10 x DNA-Probenpuffer 50% (v/v) Glycerin
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
75 mM EDTA

2.2.15 Quantitative Real-Time PCR
Die quantitative Real-Time PCR von mikrodissekdertund aus ganzen Plazenten
gewonnener RNA wurde mit Hilfe des SYBR Green Miastéxes von Applied Biosystems
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. &@slem je 1 pl der umgeschriebenen
cDNA mit 3,75 pmol der spezifischen Primer in ein&@samtvolumen von 20 ul verwendet.
Die Messung der Proben erfolgte in Triplets.
Programmablauf:
Ix 95°C furl0s
45x  95°C fur5s

60° C fur35s
Um die Spezifitat der amplifizierten Produkte zuwgérleisten, wurde anschlieBend eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuihrt. Um die Probeantifizieren zu kénnen, wurden
standardisierte Proben von 0,1 fg bis 1 pg parallelen zu bestimmenden cDNA-Proben
getestet. Ebenfalls wurden die Ergebnisse gegeMdiege des housekeeping-Gensktin

abgeglichen.

2.2.16 Statistische Auswertung

Fur jede Analyse wurde ein Minimum von drei Plaeenpro Genotyp verwendet. Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der GiBad Prism 4.0 Software. Fur die
Gesamtzahl der Uberlebenden Tiere sowie die Geduklwerteilung am Tag 14/c und
nach Geburt wurde der Chi-Quadrat-Test verwendetdie Auswertung der Ergebnisse der
Laser-Mikrodissektion und die Expressionsanalyse @esamtplazenta-RNA wurde der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Eine two-way ANOVAx&lyse erfolgte fur die Daten der
Differenzierungsreihen der Trophoblast Stammzelfervitro. P-Werte 0,05 wurden als

statistisch signifikant angesehen und entsprecgekdnnzeichnet.
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2.2.17 Zellkultur
Alle im Folgenden beschriebenen primaren Zellen dear in einem Brutschrank US
Autoflow der Firma NuAire bei 5 % CQund 37° C kultiviert.

Gewinnung und Kultivierung von murinen embryonalen Fibroblasten

Die fur die Kultivierung der Trophoblast Stammzell€TS-Zellen) und fur die Herstellung
von konditioniertem TS-Zellmedium bendtigten murinembryonalen Fibroblasten (MEFs)
wurden nach dem Protokoll von Nagy et al. (2006)iest und kultiviert.

Die schwangeren Wildtyp-Muttertiere wurden an Tag5lpc getdtet und die Embryonen
entnommen und in auf Eis gehaltenes PBS gelegtchhie®end wurde der Kopf und
samtlichen sichtbaren blutfihrenden Organe sowee Hhtremitaten entfernt. Das ubrige
Gewebe wurde mit Hilfe eines Skalpells zerkleinamtd in Dissektionsmedium Uberfihrt.
Nach 30 min Inkubation bei 37° C wurden der Verdatul Vol. MEF-Medium abgestoppt
und verbleibende groRere Gewebeverbande wurdem avisdlerholtes Pipettieren mit einer
10 ml Pipette aufgelost. Die entstandene Zellsuspanwurde auf 10 cm-Schalen verteilt
wobei eine Schale pro zwei dissektierte Embryonemvendet wurde. Die Zellen erreichten
in der Regel nach ein bis zwei Tagen eine Konflueoz80 % und wurden anschlie3end bei -
80° C gelagert oder weiter passagiert. Zur Kryokovierung wurden die Zellen zunachst mit
PBS gewaschen und danach mit Trypsin/EDTA 0,05%rséhéchtet. Nach 3 - 5 min
Inkubation bei 37° C konnten die Zellen durch l&gshAntippen der Schalen gelost werden
und die Reaktion wurde durch Zugabe von MEF-Medabgestoppt. AnschlieRend wurden
die Zellen bei 800 rpm fur 3 min abzentrifugiertduder Uberstand verworfen. Je nach
weiterem Verwendungszweck wurden die Zellen damsttveder 1:10 mit DMSO gemischt

und bei -80° C gelagert oder fir die weitere Verserg ausplattiert.

MEF-Medium: DMEM

15 % FCS

1% P/S
Dissektionsmedium: MEF-Medium mit

0,25 % Trypsin/EDTA

0,1 pg/mi DNase |
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Herstellung von MEF-konditioniertem Medium

Die Herstellung von konditioniertem Medium fur di§-Zellkultur wurde wie von Himeno et

al. (2008) beschrieben durchgefihrt. Die isoliertelfiEFs wurden insgesamt dreimal
passagiert, bis eine gréRere Anzahl 10 cm-Schalienzm100% konfluenten MEFs zur

Verfugung stand. Um die Proliferation der MEFs Zoppen, wurde jede Schale nach
Absaugen des Mediums mit je 5 ml Mitomycin-Losun@erschichtet. Nach einer

Inkubationszeit von 2 h im Brutschrank wurde jedba&e mehrfach mit PBS gewaschen. Die
Mitomycin-Lésung wurde gesondert gesammelt wurdeefiie erneute Verwendung bei -20°
C gelagert. Anschliel3end wurde je 11 ml TS-Mediwmh die nun Mitomycin-behandelten

MEFs gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 3 Magerde das durch die MEFs

konditionierte Medium gesammelt und bei - 20° Cbawahrt. Dieser Vorgang wurde

insgesamt dreimal wiederholt.

Mitomycin-L6sung: 0,01 mg/ml in MEF-Medium
TS-Medium: RPMI 1640

1 mM Natriumpyruvat

2mM L-Glutamin

00 puM -Mercaptoethanol

1% P/S

20 % FCS

Konditioniertes TS-Medium: 75 % zusammen mit MEHaibiertes Medium

25% TS-Medium
25 ng/ml FGF4
1 pg/mi Heparin

Etablierung und Kultivierung von Trophoblast Stammzelllinien

Die Gewinnung von TS-Zellen aus Blastozysten wuwde von Himeno et al. (2008)
beschrieben durchgefuhrt. Zur Vorbereitung wuradeeiTag zuvor ein Feeder-Layer von je
1x 100 MEF-Zellen in je eine Vertiefung einer 24-well féa ausgesat. Es wurden
Verpaarungen voiifap2¢”~ Mannchen mit Wildtyp-Muttertieren angesetzt. Dibwangeren
Muttertiere wurden an Tag 3y&c getotet und die Uteri entnommen. Mit Hilfe einét &
Kanule und einer 1 ml Einwegspritze konnten ans@and die einzelnen Uterushdrner mit
TS-Medium durchspult werden. Die so erhaltenen tBlasten wurden einzeln gesammelt

und in je eine Vertiefung einer vorbereiteten 24hRéatte Uberfihrt. Nach 2-3 Tagen kam es
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zur Anheftung der Blastozysten und zum AuswachserZéllen auf dem Feeder-Layer. Mit
Hilfe einer 20 pl-Pipette und 100 pl Trypsin/EDTAopwell wurden anschlieRend die
ausgewachsenen Zellen gelést und suspendiert. in fdgenden Wochen wurde das
Wachstum der TS-Zellen Uberwacht und alle zwei Tdge konditionierte TS-Medium
gewechselt. Wenn die TS-Zellkolonien anfingen, @lvemder zu wachsen, wurden die Zellen
erneut in Suspension gebracht und in ein groReedls welches mit Feeder-Layer vorbereitet
wurde, Uberfuhrt. Nach einer Zeit von 8-10 Wochemw. zum Erreichen der 7. Passage
konnte die Zellsuspension von dem mitgefuhrten Eeedyer separiert werden. Dazu wurde
die Suspension in ein well ohne MEFs transferi@urch das schnellere Anheften der MEFs
war es mdglich, nach 1 h die noch nicht abgeseZ&dien mit Hilfe einer Pipette auf eine
neue Platte zu Uberfihren. Ab diesem Zeitpunkt temndie TS-Zellen in grél3eren
ZellkulturgefaRen kultiviert und die Genotypisiegudurchgefuhrt werden. Fir alle folgenden

Versuche wurden je drei Wildtyp und diigfap2¢d” Klone verwendet.

Bestimmung der Zellzahl

Die zu bestimmenden Zellen konnten nach der Trygsing und dem Abstoppen der
Reaktion mit dem entsprechenden Medium gezahlt everBazu wurde die Zellsuspension
1:200 in CasyTon-Puffer verdinnt. Das Gerat ergasdie Zellen in einer Grof3e von 9-90

pum.

CasyTon-Puffer: 136 mM NacCl

1 mM Na-EDTA
5,4 mM KCI

1,6 mM NaHPO,
3,7mM NaHPO,
7,1 mM NaF

Proliferationsreihe

Zur Ermittlung der Proliferationsfahigkeit unter opferativen und differenzierenden

Bedingungen wurden an Tag -1 des Versuchs je 1(8 XS-Zellen in die Vertiefungen einer

24-well Platte ausgesaht und mit konditioniertemM&dium versorgt. Der folgende Tag
wurde als Tag 0 bezeichnet. An diesem Tag wurdel&eizur Differenzierung ausgewahlten

Zellen das konditionierte Medium durch unkonditemés TS-Medium ersetzt und somit der
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Prozess der Differenzierung eingeleitet. An degdotlen Tagen wurde nun regelmaRig die

Zellzahl wie oben beschrieben bestimmt und graphesrsgewertet.

Differenzierungsreihe

Um die Genexpression wahrend der TS-Zell-Differenmg genauer untersuchen zu kdnnen,
wurden je 3,5 x 10 TS-Zellen pro 6-well Vertiefung mit konditionierte TS-Medium
ausgesaht, dieser Tag wird als Tag -1 bezeichnet.darauffolgenden Tag 0 wurde das
konditionierte TS-Medium durch TS-Medium ersetzt) so die Differenzierung einzuleiten.
Das Medium wurde alle 2 Tage durch frisches TS-Medersetzt. An den Tagen 0, 1, 2, 3,5
und 7 der Zeitreihe wurden Proben entnommen. Diatisn der RNA erfolgte mit Hilfe des
Total RNA Kit | nach Angaben des Herstellers. Daruden die Zellen mit PBS gewaschen,
mit Lysis-Puffer versetzt und mit einem sterilenli&haber vom Boden der well-Platte

abgeschabit.

Migrations- und Invasionsassay

Um das Migrations- und Invasionsverhalten der niblerten TS-Zellen zu untersuchen,
wurde ein Transwell-Assay durchgefuhrt. Die verweied Zellklone befanden sich je an den
Tagen 0, 5 und 7 der oben zuvor beschriebenenrBifggerungsreihe. Fur die nachfolgenden
Untersuchungen wurden Zellkultur-Inserts mit eiRerengréf3e von 8 um verwendet. Diese
eigneten sich zur Bestimmung der Migrationsfahigkair Beurteilung der Invasion war eine
Beschichtung der Transwells mit Matrigel (1:3 verdilin RPMI 1640) nétig, welche eine
Stunde zuvor vorbereitet wurde und bei 37° C inkabivurde. Die so vorbereiteten Inserts
konnten nun passgenau in die Vertiefungen von 2dRNatten gesetzt werden. Eine Anzahl
von 1 x 16 Zellen in einem Volumen von 500 pl TS-Medium wairanschlieBend in die
Inserts gesat. Als Migrations- bzw. Invasionsanrgiarde eine Menge von 750 pl
konditioniertes TS-Medium in die untere Vertiefugefullt. Die Zellen wurden nun fir 24 h
bei 37° C und 5 % C£m Brutschrank inkubiert. Mit Hilfe einer CalceinAarbung konnte
am néchsten Tag die Auswertung der Migration bawasion erfolgen. Dazu wurde das
CalceinAM mit Dissoziationspuffer verdinnt, um eik®nzentration von 1,2 pg/ml zu
erhalten. Diese Losung wurde nun anstatt des kondtten TS-Mediums in das untere well
gegeben. Dies diente dazu, die von unten an d@rfgmbran haftenden Zellen abzul6sen.
Dazu wurden die wells zun&chst mit PBS gewascheah amschlie3end mit 300 ul des
Calcein-Gemisches befullt. Nach einer Inkubatioriseen 1 h bei 37° C im Brutschrank

konnte die so entstandene Zellsuspension entnomnaeden und in Aliquots von 2 x 100 pl
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in die Vertiefungen einer 96-well Platte Uberfidvarden. Dieser Ansatz konnte nun in einem
Multiplate Reader bei einer Extinktion von 485 nndweiner Emission von 520 nm gemessen
werden. Zum Quantifizieren dieser Ergebnisse wupdgallel eine zuvor festgelegte
Standardmenge an Zellen gemessen. Dazu wurde &anea8dreihe mit unterschiedlichen
Verdunnungsstufen (8000, 4000, 2000, 1000, 500,Z28@n) hergestellt und ebenso wie die

Proben mit Calcein-Dissoziationspuffer versetzt imdBrutschrank inkubiert.

Dissoziationspuffer: 5mM EDTA
in PBS (pH 7,4)
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3. ERGEBNISSE

3.1 Ein Teil der Tfap2cheterozygoten Embryonen stirbt im Verlaufe der
Schwangerschaft

Die Tatsache, dass ein homozygoter Verlust Bep2c Gens zum frihen Versagen der
Plazentaentwicklung und deshalb zu einem frihentekben von Embryonen fuhrt, wurde
von Werling et al. (2002) grundlegend untersucimt. dieser Arbeit wurde auf3erdem
festgestellt, dass die Anzahl der geborenen Madse,heterozygot furTfap2c waren,
niedriger als die nach der mendelschen Verteilungravartende Zahl war. Diese Ergebnisse
waren der Anlass, die zu Grunde liegenden Mechamsder Reduktion von heterozygoten
Tierenin uterogenauer zu untersuchen.

Nach der Verpaarung voffap2d”™ X Tfap2d” Tieren konnten wir bereits an Tag 146
einen Verlust von Embryonen feststellen. Fir eieragiere Auswertung der Zahlen war es
notig, die zu erwartende Verteilung nach Mendelupassen, da an diesem Embryonaltag
bereits keine homozygoten Tiere mehr vorhandenwasdaesere Ergebnisse zeigten an Tag
14.5 pc eine mit 60,5 % niedrigere Zahl an heterozygoteereh, verglichen mit den
erwarteten 66,6 % nach der angepassten mendels@reilung (Tab. 1). In Abbildung 3.1
wurden die Ergebnisse graphisch aufbereitet unddmit erwarteten Anzahl an lebenden
Tieren nach Geburt verglichen. Es zeigte sich aleatliche Reduktion der tatsachlich
gezahlten Embryonen an Tag 14pc und der lebenden Nachkommen, die einen
heterozygoten Genotyp aufwiesen. Der groéf3te Teil esorptionen geschah demnach
zwischen Tag 14,%c und Geburt. Diese Ergebnisse lassen auf eine 1®j6m der
Plazentaentwicklung oder deren Funktion mit folgend Absterben der Embryonen
schlie3en.

3.2 Embryonale und plazentare Gewichte deffap2c heterozygoten

Nachkommen

Um den Grund fir den signifikanten Verlust an Enamgn wahrend der zweiten Halfte der
Schwangerschaft genauer zu untersuchen, wurdestzalierGewichte von Embryos und den
dazugehorigen Plazenten bei Wildtyp und heteroggoNachkommen an den Tagen
14.5 und 18.%c erhoben (Tab. 2). Die Gewichte der heterozygotabifgonen waren an Tag
14,5 pc signifikant niedriger (p 0,05), wohingegen die Gewichte der Plazenten mur e

tendenziell geringeres Gewicht aufwiesen. An Tag518c konnte keine signifikante
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Reduktion des Embryonal- oder Plazentagewichtes festgestellt werden. Daraus liel3 sich
ableiten, dass wohl eine kurzfristige Wachstumsdeung vorliegt, die aber gegen Ende
der Schwangerschaft wieder aufgeholt wird. Ob auin@ dieser Wachstumsredardierung

einige der Embryonen absterben, bleibt fraglich.

Tab. 1: Anzahl der Nachkommen und der erwarteten Madelschen Verteilung bei
heterozygoten Verpaarungenrfap2c*” X Tfap2c*”

! Anzahl der der Tiere nach Geburt (Werling et aD2)0

% Die zu erwartende mendelsche Verteilung wurde &nDiirchfithrung eine?rfapzé"‘ X
Tfap2d” angepasst, da bei dieser Verpaarung keine horabrdetierten Tiere zu erwarten
waren

Tfap2c™” Beobachtete Beobachtete
Erwartete Anzahl Erwartete Anzahl
X Anzahl nach Anzahl an Tag
y nach Gebuft an Tag 14.%c
Tfap2c™ Geburt 14.5pc
n=251 n =43
+/+ 63,75 (25 %) 183 (73 %) 10,75 (25 %) 17 (395 %
+/- 125,5 (50 %) 68 (27 %) 21,5 (50 %) 26 (60,5 %)
-/- 62,75 (25 %) 0 10,74 (25 %) 0

Angepasste mendelsche Verteilting

++ 83,6 (33,3 %) 183 (73 %) 14,3 (33,3 %) 17 (3%%
+/- 167,3 (66,6 %) 68 (27 %) 28,6 (66,6 %) 26 (6B
- 0 0 0 0

% Anzahl der Nachkommen

*kk

*k%k

I
Erwartet Tag 14.5pc  bei Geburt

Abb. 3.1 Gegenuberstellung der Beobachtungen
Darstellung der erwarteten und tatsachlich gefuadédachkommen an Tag 1406 und bei
Geburt. **p 0.001
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Tab. 2: Gewichte von Nachkommen und Plazenten vordfap2c D¢ Tfap2c -
Verpaarungen.

Die Gewichte der Plazenten an Tag 14,5 und @8urden erhoben. An Tag 14p8 wurde
ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp uheterozygoten Embryonen festgestellt.
*p 0,05

Gewicht (g + SEM) Gewicht (g + SEM)
an Tag 14.%c an Tag 18.%c
Genotyp der 9149 9183
Nachkommen Plazenta Embryo Plazenta Embryo
Tfap20+/+ n=28 n=4
0.097 + 0.006 0.272 £ 0.041 0.099 + 0.019 1.20093
Tfap2c* n=16 n=13
0.087 + 0.004 0.242 + 0.038* 0.093 £ 0.013 1.060186

3.3 Morphologische Charakterisierung derTfap2c” Plazenten

Um die Ursache der reduzierten embryonalen Gewightedes Verlusts von Embryonen in
spater Schwangerschaft zu evaluieren, wurde depmtogischen Aufbau der Plazenten an
sagittal auf der Ebene der Nabelschnur geschnittand HE-gefarbten Praparaten untersucht
(Abb. 3.2). Wahrend die Plazenten vBiap2¢’* Tieren eine normale Morphologie aufwiesen
(Abb. 3.2 A+C), zeigten sich beTfap2d”-Proben ein deutlich veranderter plazentarer
Phanotyp (Abb. 3.2 B+D). An Embryonaltag 14,5 wareder Spongiotrophoblastschicht der
heterozygoten Embryonen grof3e, blutgefiillte R&aurae ekkennen, die wahrscheinlich
erweiterte maternale ventse Gefalle darstellen. LAkgyrinthschicht wies eine normale
morphologische Struktur mit einer dichten embryenaKapillargefal3struktur (Abb. 3.2 B)
auf. An Tag 18.5pc zeigte sowohl die Wildtyp als auch die heterozggBlazenta eine
Reduzierung der Spongiotrophoblastschicht, was stypi fur dieses Stadium der
Schwangerschatft ist (Abb. 3.2 C+D). Auffallig higge waren groRe Hamorrhagien in der
Spongiotrophoblastschicht von Tag 18 Tfap2d” Plazenten (Abb. 3.2 D), sowie
unregelmanig verteilte Nester von polygonalen Zeite Labyrinth, sowohl an Tag 14,5 als

auch an Tag 18,pc. Diese Beobachtung wird spater im Detail dargkstel
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Ve e B o~

Abb. 3.2: Morphologische Phanotypanalyse der Plazém von WT und Tfap20+"
Plazenten

HE-gefarbte Schnitte von Tag 14,5 (A) und 18¢ sowie Schnitte von Tag 14,5 (C) und
18,5pc (D) wurden untersucht. An Tag 1§56 zeigten die Plazenten der heterozygoten Tiere
starke Einblutungen im Labyrinth (D, Pfeile). M&fsbalken = 1000 pm.

D = Dezidua, SP = Spongiotrophoblast, L = LabyriNg = Nabelschnur
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Um diese mdglichen Veranderungen in der Grol3e @aeRtakompartimente, Labyrinth und
Spongiotrophoblast, zu erfassen, wurden die in Adbdargestellten Sagittalschnitte von den
Tagen 14,5 und 18,%c morphometrisch ausgewertet. Es zeigte sich lediigkne
tendenzielle Verringerung der GrofRe der Spongitimbfastschicht bei einer unveranderten
Gesamtgrol3e der Plazenta und daraus resultieraedendenziell grof3ere Labyrinthschicht

(Abb. 3.3).

A Tag 14.5 pc

10000+ 23 Spongiotrophoblast
B L abyrinth

7500+

5000+

Fliche [mm?]

2500+

04

B Tag 18.5 pc

10000+ 3 Spongiotrophoblast
B L abyrinth

7500+

5000+

Fliche [mm?]

2500+

WT HZ

Abb. 3.3: Vergleich der GréRenverhaltnisse von Labgnth und Spongiotrophoblast
(A) Tag 14,5pc (B) Tag 18,5pc in mnt. Es waren nur geringfiigige Abweichungen in den
Flachen der Labyrinthschichten an Tag 14,5 und @8,/ den heterozygoten Plazenten zu

erkennen.

Um die zu Grunde liegenden Mechanismen fir die ag I4,5pc signifikant geringeren
embryonalen Gewichte zu klaren, wurde die MengeGigkogenzellen untersucht. Glykogen

ist ein wichtiger Faktor bei der Erndhrung der Eyoben und wird ab Tag 12,pc in

Glykogenzellen eingelagert. Auch konnte die tenddhzgeringere Grole des

Spongiotrophoblasten auf eine Reduktion der Glykaghen hinweisen. Um die Menge der
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Zellen zu quantifizieren, wurden die Glykogenzellmit einer PAS-Reaktion identifiziert
(Abb. 3.4 A). Die morphometrische Auswertung ergdhss die Spongiotrophoblastschicht
von Tfap2d” Plazenten eine prozentual geringere Menge an @bikenthaltenden Zellen
aufwies. Auch konnten in heterozygoten Plazentezgtual gesehen mehr zellleere Raume
beobachtet werden (Abb. 3.4 B).

TR

g
AR 2™ >

B Tfap2c+** Tfap2c+/-

Lakunen
M Glykogenzellen

B Spongiotrophoblastzellen

Abb. 3.4: Prozentuale Verteilung der Zelltypen in @&r Spongiotrophoblastschicht

(A)  Verteilung von Glykogen- und Spongiotrophobfatten in der
Spongiotrophoblastschicht (B) Prozentuale Anteilen vLakunen, Glykogenzellen und
Spongiotrophoblastzellen in der Spongiotrophobtistiit von Wildtyp- und Tfap2¢d”
Plazenten an Tag 14gs

Um herauszufinden, welche potenziellen Ursachen diér drastische Hamorrhagien im
Labyrinth zu Grunde liegen, wurde zunachst dasfélatzwerk von fetalen Kapillargefafien,
welches den Stoffaustausch zwischen Mutter und sFegewahrleistet, durch eine
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immunhistochemische Farbung mit einem AntikorpegegeCD31 dargestellt, um eventuelle
GefalRveranderungen zu erkennen (ohne Abbildung). Ggensatz zu maternalen
Blutrdumen, deren Endothelzellschicht im Laufe détlazentaentwicklung von
Trophoblastzellen ersetzt wurde, kénnen die Endztlien der fetalen Kapillaren mit Hilfe
des Anti-CD31 Antikorpers nachgewiesen werden. 8ieiser Farbung zeigte sich kein
Unterschied zwischen den fetalen Gefal3en im Latlyruon Wildtyp und heterozygoten
Plazenten. Die Hamorrhagien wiesen hingegen kegmbdufng an den Gefallwénden auf.
Folglich handelt es sich bei diesen um Gefal3e malesn Ursprungs, da diese wie bereits
erwahnt keine Endothelzellschicht mehr aufweiseme Bn Labyrinth vorkommenden
maternalen Gefal3e sind zum einen die Zentralkamilezum anderen Sinusoide mutterlichen
Ursprungs. Die Zentralkanale werden von einem tmesten Subtyp von Trophoblast-
Riesenzellen (trophoblast giant cells, TGCs), dehGLCs, ausgekleidet. Im Gegensatz dazu
befindet sich in den Sinusoiden ausschliel3lichSidatyp der S-TGCs (Simmons et al. 2007),
welche als einzige Riesenzellpopulation das Enzykaliache Phosphatase produzieren
(Adamson et al. 2002). Mit Hilfe eines Substratesnrke daher die vorliegende
Riesenzellpopulation zweifelsfrei bestimmt werd@&ie in Abb. 3.5 zu sehen, konnte sehr
gut zwischen den ungefarbten Zellen eines Zentnalka(Abb. 3.5 B) und den umrahmenden
Zellen einer HAmorrhagie (Abb. 3.5 C) unterschiedenden. Dies fuhrte zu der Annahme,
dass die in heterozygoten Plazenten von Tag d@[&eobachteten grof3en Blutkoagulationen
auf dilatierte maternale Sinusoide zurtickzufuhrémd,swelche von S-TGCs umrahmt

werden.
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Abb. 3.5: Nachweis von Sinusoidalen Riesenzellentteis alkalischer Phosphatase
Tfap2¢” Plazenten von Tag 18pi zeigten eine Aktivitat von alkalischer Phosphatake
mit Substrat nachgewiesen wurde, welche sich aulLdbyrinthschicht beschrankte (A). Im
Vergleich zu ungefarbten Zellen an einem Zentradkd@, Pfeile), weist die starke Farbung
auf die Auskleidung der erweiterten Gefal3e (B,|Pfenit S-TGCs hin.

Mal3stabsbalken: A= 1000 um, von B u. C =50 um.

3.4 Veranderte Expression der Markergene fur Trophblast-Riesenzellen

Die verschiedenen Subgruppen von Trophoblast-Rzedien in der murinen Plazenta werden
zum einen durch ihre Lokalisation und zum anderenctd die Expression spezifischer
Hormone und Cathepsin Q charakterisiert. Sinusei@Riesenzellen (S-TGCs) exprimieren
Cathepsin Q ¢tsg und das ProlaktifPri3bl, wohingegen die kombinierte Expression von
PrI3b1 undPrl2c2 charakteristisch fur Kanal-assoziierte Riesennegl®& TGCs) ist. Der Typ
Riesenzellen, der in den miutterlichen SpiralarteffepA-TGCs) der Dezidua zu finden ist,
exprimiert als einzigen MarkePrl2c2, im Gegensatz zu den Parietalen Riesenzellen (P-
TGCs) an der Grenze zur Dezidua, welche alle dreiaktine, Prl3d1, Prl3b1l und Pri2c2,
exprimieren (Simmons et al. 2007). Ein neu entdecKtyp von Riesenzellen sind die
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sogenannten ,channel“-TGCs. Diese exprimiggésgundPri2c2 und kleiden die maternalen
vendsen GefalRe der Spongiotrophoblastschicht aasp@eowicz et al. 2013).

Um eine eventuelle Verdnderung in der Ausbildung2td GCs zu untersuchen und genauere
Information Uber die verschiedenen Riesenzellsidrtyip Tfapzé'" Plazenten zu bekommen
wurden Plazenten von Tag 14p6 auf die Expression von Riesenzellmarkern geteBliet.
quantitative Real-Time PCR zeigte eine signifikaritbhte Transkriptmenge v@tsqin den
heterozygoten Proben (Abb. 3.6 A), wohingegen eieiés signifikante Reduktion der
Expressionslevel fur die Prolaktindgri3d1, Pri3bl und Prl2c2 gefunden wurde
(Abb. 3.6 B, C, D). Die Expression des Spongiotaigast-spezifischen Markeifigpbpawar

in Wildtyp wie auch heterozygoten Proben unverédnfgtne Abbildung). Diese Ergebnisse
lassen auf ein verandertes Profil von Riesenzekerarin Tfap2cheterozygoten Plazenten im
Vergleich zum Wildtyp schlieRen. Die ermitteltergBbnisse zeigen eine Verschiebung in der
Entwicklung der Trophoblast-Riesenzelllinie zugemstler sinusoidalen Riesenzellen in den
heterozygoten Plazenten, wohingegen im Wildtyp Kiénal-assoziierten Riesenzellen mit

ihrer starken Expression véirl3b1 undPrl2c2 dominieren.

A Ctsq B Pri3d1
0.100+ * —— 0.03+ ——
o == HZ c EHZ
S 0.0754 5
‘B ‘» 0.024
2 2
£ 0.050- 5 e
> >
© © 0.014
® 0.025- ®
0.0004 0.00-
WT HZ WT HZ
C Priab1 D Pri2c2
4
= \WT = \WT
== HZ == HZ

w
A

rel. expression
P

-
A

[ E

WT HZ HZ

Abb. 3.6: Expression von Riesenzellmarkern

Die RNA-Proben wurden von ganzen Plazenten von Ta&g5 pc erhalten. Die
Expressionslevel fuPri3d1 (B), PrI3bl1 (C) andPrl2c2 (D) waren in heterozygoten Proben
niedriger als in Wildtyp Proben, nur die Expressiom Ctsq(A) war signifikant erhoht.

*p 0.05
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3.5 Proliferations- und Differenzierungsverhalten i Tfap2c” Plazenten

Die Beobachtung von undifferenzierten Zellpopula¢in in der Labyrinthschicht von
Plazenten defffap2d” Tiere, sowohl an Tag 14,5 als auch 1B¢5 veranlasste dazu, das
Proliferationsverhalten der Trophoblastzellen milfeHdes Markers Ki67 zu untersuchen.
Wie in Abbildung 3.7 zu sehen, fand sich in den yratihschichten von heterozygoten
Plazenten eine deutlich hohere Anzahl positiverlefelim Vergleich zum Wildtyp

(Abb. 3.7 A, B). Die Auszahlung von Ki67 positivedellen zeigte eine signifikant héhere
Anzahl an positiv markierten Zellen. Dies weist aihe erhthte Proliferationsrate hin
(Abb. 3.7 C), da normalerweise an Tag 14,5 der Foralentwicklung die Proliferation des
Trophoblasten weitgehend beendet ist (Iguchi €1993).

Tfap2c** Tfap2c*-

30+ *

N
o
N

% positive cells
-
o
'

HZ

Abb. 3.7: Evaluation des Proliferationsmarkers Ki67im Labyrinth.

Eine Immunhistochemische Farbung gegen KI67 deryliadhschichten von Wildtyp (A)
und Tfap26" (B) Plazenten zeigte eine héhere Anzahl posit&gten, was eine Erhéhung
der Proliferationsrate in den heterozygoten Probkestatigt. Die anschlieRende
Quantifizierung (C) konnte ebenfalls eine hoherezBntzahl Ki67-positiver Zellen in den
heterozygoten Plazenten zeigen.

Mal3stabsbalken = 10 um; p0.05
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Zusatzlich zu dieser Beobachtung der erhéhten fBration in der Labyrinthschicht der
heterozygoten Plazenten zeigten die Zellnesteradieverschiedenen Stellen im Labyrinth
auftraten und weder maternale noch fetale Blutgeféthielten, ein verédndertes
Differenzierungsmuster. Morphologisch &hnelten dagkumulierten Zellen in Ihrer
Erscheinung Trophoblast-Stammzellen oder Spongbtiblastzellen, sowohl in der
Ubersicht (Abb. 3.8 A+ G) als auch bei hoherer gréRerung (Abb. 3.8 B + H). Diese
Zellcluster zeigten sich sowohl an Tag 14,5 aldhaat Tag 18,%c alle positiv furTfap2cin
der Immunfarbung (Abb. 3.8 C + I). Interessanteweigren viele dieser Zellen auch positiv
in der Farbung fur Ki67 (Abb. 3.8 D), d. h. es haltel sich um eine stark proliferative
Zellpopulation. Zur weiteren Charakterisierung dresZellen wurde einein situ
Hybridisierung mit dem Spongiotrophoblast spezifest GensI'pbpadurchgefihrt. Sowohl
an 14,5 (Abb. 3.8 E) als auch an Tag 18¢5(Abb. 3.8 J) der Schwangerschaft zeichneten
sich diese Zellen durch eine starke Farbung ausidea hinaus zeigte die PAS-Reaktion
(Abb.3.8 F+ K) das Vorhandensein von Glykogerzell in diesen Nestern.
Zusammengefasst handelt es sich bei diesen Zehaklaionen um proliferative Zellen mit

Spongiotrophoblastcharakter.
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QG Tfap2c™-
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Abb. 3.8: Charakterisierung der Zellnester im Labyrinth von Tfap2c” Plazenten.
HE-gefarbte Plazenten voffap2¢” Embryonen von Tag 14,5 (A, B) und 1&5 (G, H)
zeigten klar abgegrenzte Zellnester im Labyrintep{ghktete Linien). Immunhistochemische
Farbungen fur TFAP2C (C, 1) und KI67 (D) zeigtemesiExpression dieser Gene in den
Zellnestern. Auch konnte die Expression des Sparaphoblast-spezifischen MarkeFpbpa
mittels in situ-Hybridisierung nachgewiesen werden (E, J). MarmbfreZellen innerhalb der
Nester enthielten Glykogen, welches in einer PA&KRen angefarbt werden konnte (F, K).
Mal3stabsbalken: A u. G: 1000 um B-F = 50 pum, H-KOum
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3.6 Kompartimentspezifische Genexpression

Da die verschiedenen Kompartimente der Plazentaisianterschiedlichem Ausmald an der
Plazenta beteiligen, ist eine prazise Analyse dgirEgulation von plazentaren Genen nur
maoglich, wenn diese Kompartimente getrennt untérsuerden. Aus diesem Grund wurden
mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion unter mikroskepher Kontrolle Areale aus den
jeweiligen Schichten geschnitten und separat auf Genexpressionsmuster beziglich
wichtiger Stammzellmarker untersucht.

Im Spongiotrophoblast-Gewebe wurde eine um ca. 48ddzierte Expression varfap2cin
den heterozygoten Proben im Vergleich zu den WaldRyoben gefunden, diese Beobachtung
traf allerdings nicht auf das Labyrinth zu. Dortrwdeée Expressionsrate varfap2cin Wildtyp
und heterozygoten Proben gleich grol3 (Abb. 3.94¢s lasst sich wohl darauf zurtckfuhren,
dass dieTfap2d” Plazenten mehrere, TFAP2C positive Zellnester in Ldgyrinthschicht
aufwiesen, weshalb die Menge an gemessenfa2c Transkript hoher war als im Vorfeld
vermutet.

Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor TFAR2einem Netzwerk von anderen Genen
interagiert, welche alle eine wichtige Rolle in d&alance von Proliferation und
Differenzierung von Trophoblastzellen spielen (Kewkerg et al. 2012). Auch bei dem
StammzellmarkerCdx2 konnte eine etwa um die Halfte verminderte Expogssim
Spongiotrophoblasten deFfap2¢”™ Plazenten nachgewiesen werden (Abb. 3.9 B). Es ist
aulRerdem bekannt, dass es eine direkte InterakbiomFAP2C mit CDX2 gibt (Kuckenberg
et al. 2010), weshalb eine direkte Beeinflussundiracheinlich erscheint. Ein weiterer
bekannter Interaktionspartner von TFAP2C ist GATABSelcher in einem parallelen
Signalweg zu CDX2 agiert. Zusammen bilden diesefehiktoren eine positive feedback loop
und halten so die Balance zwischen der Aufrechlienmg des Stammzellpotentials und der
Differenzierung in der sich entwickelnden Mauspfdae Das Expressionslevel v@ata3in
den untersuchten heterozygoten Proben war im Melhgleu Wildtypproben signifikant
reduziert (Abb. 3.9 D). Die relative Expression VBBAD4, ein Regulator von CDX2 und
GATA3, blieb jedoch unverandert (Abb. 3.9 E). Nunee leichte Veranderung in der
Transkriptmenge wurde furCited2 beobachtet, einem Faktor der eine Rolle bei
Vaskularisierungsprozessen in der Plazenta sgibh.(3.9 C) (Withington et al. 2006).
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Abb. 3.9: Expressionsmuster von Genen der Trophob#tlineage

Die untersuchten Proben von Tag 146 wurden mittels Laser Mikrodissektion von
Spongiotrophoblast und Labyrinthgewebe gewonnen. Bipressionslevel volfap2c(A),
Cdx2 (B) wund Cited2 (C) waren nur tendenziell downreguliert in den
Spongiotrophoblastschichten von heterozygoten Rtame wéhrend die Verminderung der
Transkriptrate vorGata3 (D) signifikant war. Die Expression des Markdrsad4(E) war
nicht verandert. Spongio = Spongiotrophoblast, £dlabyrinth; p 0.05

Als nachstes wurde der insulindhnliche Wachstuntefdigf2, ein paternal imprintetes Gen,
welches das Wachstum der Plazenta und des Emhigadisrt (Eggenschwiler et al. 1997),
untersucht. In diesen Versuchen konnten allerdingsne Unterschiede in den
Expressionslevel iffap2¢™ und Tfap2¢” Proben gefunden werden (Abb. 3.10 B).

Das GenPhlda2 (pleckstrin homology-like domain family A, memb2) ist ein mutterlich

imprintetes Gen und wird hauptséchlich im Labyriddr Mausplazenta exprimiert (Frank et
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al. 1999). Es ist vermutlich an der Verteilung voGlykogenzellen in der
Spongiotrophoblastschicht der ausgereiften Plazeetailigt (Tunster et al. 2010). An Tag
14.5pc war die Menge aPRhlda2 Transkript in den heterozygoten Plazentaproberokbim
Spongiotrophoblast als auch im Labyrinth erh6htl{AR10 C). Diese Beobachtung resultiert
vermutlich aus der ebenfalls gemessenen signigtaMerminderung der Menge #wscl2
Transkript (ehemalsMash? in der Spongiotrophoblastschicht d@fap2d” Plazenten
(Abb. 3.10 A). Die Uberexpression voiscl2 fihrt zu einem Differenzierungsstopp der
trilaminaren Strukturen des Labyrinths, ein konteleVerlust erhoht die Expressionsrate von
Phida2 Die beiden soeben genannten Gene sind aul3erdenwashtige Faktoren bei der
korrekten Bildung und  Verteilung der  Glykogenzepptation in  der
Spongiotrophoblastschicht (Oh-McGinnis et al. 2011)

Abb. 3.10: Expression von Markergenen der Glykogeredlpopulation

Diese Proben wurden ebenfalls an Tag 14,5 pc sitt@aber-Mikrodissektion gewonnebie
Transkriptmenge vorPhlda2 (C) zeigte eine leichte Erhdhung in beiden untdrgrc
PlazentaschichtenAscl2 (A) war signifikant erniedrigt im Spongiotrophobtan von
Tfap2¢” Plazenten undgf2 (B) zeigte keine Unterschiede in Wildtyp und hetggoten
Proben. Spongio = Spongiotrophoblast, Lab = Lallyrip 0.05
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Zusammengefasst kann man sagen, in den Plazertmozygoter Nachkommen kommt es,
als Konsequenz des verminderten Levels Hiap2cTranskripts, vor allem in der
Spongiotrophoblastschicht zu einer veranderten Gmession.

3.8 Auswirkungen desTfap2c” Phanotypsin vitro

3.8.1 Veradnderung der Proliferation

Um die genauen Ablaufe des Wechsels von Prolifamazu Differenzierung bei teilweisem
Verlust von Tfap2c genauer nachzuvollziehen, sowie den Phanotyp e¢erdzygoten
Plazenta auf molekularer Ebene besser erklareanen, wurden Trophoblast-Stammzellen
(Trophoblast Stem Cells = TSCs) aus Blastozystabliett. Bereits bei den ersten Passagen
der Kultivierung wurde eine Schwache der Prolifierafahigkeit deutlich, da die Zellen im
Vergleich zu Wildtyp-TSCs sehr langsam wuchsen.

In Abb. 3.11 ist eine Ubersicht (iber das Prolifiersverhalten dveapZC”‘ Stammzellen
unter Stammzell- (Abb. 3.11 A) und differenzieremdBedingungen zu sehen (Abb. 3.11 B).
Bereits ab dem ersten Tag der Proliferation wird daterschied zwischen Wildtyp und
heterozygoten Zellen deutlich. An jedem gemessédiagnunter differenzierenden sowie unter

Stammzellbedingungen zeigte sich ein langsamedgePationsverhalten.
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Abb. 3.11: Proliferationsreihen derTfap2c” Trophoblaststammzellen

Messung der Proliferation in siebentagigen Prdiiensreihen, jeweils an Tag 0 entweder
Beibehalten des Stammzellmedium (A) oder Wechs@&iferenzierungsmedium (B).

*p 0.01,*p 0.001

3.8.2 Veranderung der Genexpression wahrend des fafenzierungsprozesses

Um die veranderten Genexpressionsmuster wahrenDitferenzierung in die verschiedenen
Zelltypen der Trophoblastlinie in deéffap2¢’”™ TSCs noch genauer zu untersuchen, wurden
die Zellen Uber einen Zeitraum von sieben Tagererudifferenzierenden Bedingungen
gehalten. Abbildung 3.12 zeigt die wichtigsten Anotglen der Genexpression fir
Stammzellmarker.

Die Expression vonTfap2c zeigt auf Grund der monoallelischen Expressione ein
Verringerung der Transkriptmenge bereits an TagrODdfferenzierungsreihe (Abb. 3.12 A).
Im Gegensatz zu WT-TSC zeigt sich auch an den rollge Tagen in heterozygoten Klonen

keine Hochregulierung dérfap2cExpression. Der Unterschied in der Transkriptmenge
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Tfap2czwischen Wildtyp und heterozygoten Zellen ist gigant an den Tagen 2 und 3. Der
Cyclin-abh&ngige Kinaseinhibit@dknlczeigte hingegen keine Veranderungen im Laufe des
Differenzierungsprozesses (Abb. 3.12 B). In bei@amnotypen ist ein typischer Anstieg des
Expressionslevels zu sehen, was auf einen Stopeitzyklus und die Bildung von
Riesenzellenn vitro hinweist. Wie bereits erwahnt, ist dashaete-Scute Compléiomolog

2 (Ascl?d, sehr wichtig fur die Ausdifferenzierung der Thobblast-Subpopulationen der
Plazenta. Wiein vivo festgestellt, fuhrte der partielle Verlust voRfap2c zu einer
Verminderung der Genexpression vAgscl2 wie in Abbildung 3.12 C zu sehen. Bis Tag 2
der Differenzierung lag die Menge a@scl2 Transkript teilweise signifikant unter der des
Wildtyps. Erst an den spateren Tagen glich sich Menge an und schlie3lich sank das
Expressionslevel des Wildtyps stark ab, wohingegdie Transkriptmenge in den
heterozygoten Klonen eine relativ konstante Hohibdieelt. Dies fuhrte zur Annahme, dass
eine Regulation vorAscl2 wie sie in Wildtyp-TSCs vorhanden zu sein scheintden
heterozygoten TSCs fehlt. Ein weiteres SchlUsselgér die Erhaltung des
Stammzellpotentials in TrophoblaststammzellerEistnes(Eomesodermin homolpgin der
durchgefuhrten Differenzierungsreihe zeigten didd@p-Klone eine deutlich verringerte
Expression bereits ab Tag 1 (Abb. 3.12 D). Die floetggoten Zellen hingegen wiesen an Tag
0 eine signifikante Verringerung d&omesExpression auf. Dies deutet, ahnlich wie die
fehlende Hochregulierung vonTfap2¢ auf einen Verlust der Gene, die das
Stammzellpotential der TSCs erhalten, hin. Dierbkgon der Faktoreffap2¢ Gata3 und
Cdx2tragt ebenfalls zur Aufrechterhaltung des Stamipat#ntials bei. In den Abbildungen
312 E wund F ist jeweils das Expressionsmuster ediebeiden Gene im
Differenzierungsverlauf zu sehen. Die HOhe der Esgpion vonGata3 war in den
heterozygoten Zellklonen lber die ganzen siebere Tagner deutlich niedriger als in den
Wildtyp-Klonen, zeigte aber dennoch einen &hnlich®erlauf. Gegen Ende der
Differenzierungsreihe war in den heterozygoten efekkin langsames Ansteigen der Menge
an Gata3Transkript zu erkennen. Die Expression vodx2 war von Anfang an signifikant
geringer und zeigte keine Regulation im weiterenatg der Differenzierungsreihe.

Des Weiteren wurde das Gap Junction Prot€onnexin 31 (Cx31) im Verlauf der
Differenzierung untersuchtCx31 defiziente TSC wiesen in friheren Studien dieser
Arbeitsgruppe einen Verlust vafap2cwahrend der Differenzierung auf (Koch et al. 2012)
Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Expresg@mnCx31in Tfap2cdefizienten TSCs
untersucht. Von Tag 0 bis Tag 3, sowie an Tag 7 Diffierenzierung zeigte sich eine

geringere Transkriptmenge in den heterozygoteredeih Vergleich zum Wildtyp. An Tag 5
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zeigte sich kein Unterschied der Expressionsrate, die Transkriptmenge in den
Wildtypzellen zu sinken begann (Abb. 3.13).

Abb. 3.12: Expressionsmuster von Markergenen wahrahder Differenzierung in TSCs

Die undifferenzierten Wildtyp und heterozygoten BS@urden Uber einen Zeitraum von 7
Tagen differenziert. An den Tagen 0, 1, 2, 3, 5 dneurden RNA-Proben isoliert. Die
Expressionslevel vonTfap2c (A), Ascl2 (C), Eomes (D) und Gata3 (E) waren
herunterreguliert in den heterozygoten TSCs, wéahrba Transkriptmenge vo@dknlc(B)

nicht verdndert war. Die Expression v@uax2 (F) war von Beginn an geringer und zeigte
keine Regulation.

*p 0.05 *p 0.01,**p 0.001
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Abb. 3.13: Expression des Gap Junction-Protein€x31

Wahrend die Tfap2<:+’+ Zellen im Verlauf der Differenzierung bis Tag 3nei
Hochregulierung firCx31 zeigen, wurde eine signifikant niedrigere Menge @x31
Transkript in den heterozygoten Zellen gefunden.

*p 0.05 **p 0.001

3.8.3 Einfluss auf das Migrations- und Invasionsvéralten

Im Verlauf der Plazentaentwicklung in der Maus @& Migration und Invasion von
Trophoblastzellen von gro3er Bedeutung. Nach gairdiferativen Phase verlassen die Zellen
den Zellzyklus und beginnen in die mutterliche Dlez zu migrieren und zu invadieren.
Stérungen im Ubergang von Proliferation zu Differienung koénnen Stérungen der
Plazentaentwicklung zur Folge haben, weshalb aueted Aspekt untersucht wurde. TSCs
eignen sich sehr gut fur die Durchfihrung von Mignas- und Invasionsassays, es wurden
Zellen an den Tagen 0, 5 und 7 der Differenzienvergvendet. In Abb. 3.14 A und B wurden
die Ergebnisse zusammengefasst.

Die Migrationsfahigkeit defffap2¢” TSCs ergab keine Abweichungen im Vergleich zum
Wildtyp (Abb. 3.14 A), an allen untersuchten Tagearen die ermittelten Zahlen der
migrierten TSCs gleich hoch. Anders verhielten sdie Ergebnisse des Invasionstests
(Abb. 3.14 B). Im undifferenzierten Zustand an Tagowie an Differenzierungstag 5 zeigte
sich in den heterozygoten Zellklonen eine héherél Zmn Zellen, die invadiert waren.
Lediglich an Differenzierungstag 7 liegt die Zahérdinvadierten Zellen unter der des
Wildtyps.
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Abb. 3.14 Migrations- und Invasionsfahigkeit von T&s
An den Tagen 0, 5 und 7 der Differenzierungsreibeden Zellen zur Analyse ausgesét und
nach 24 h wurden die migrierten (A), bzw. die ineain Zellen (B) quantifiziert.

3.3.3 Expression von Markern der Riesenzellsubtypeimm Trophoblast Stammzellen

Die Analyse der Riesenzell-Subtypspezifischen Ma@sq Pri3d1, Pri2bl und Prl2c2 in
differenzierten TSCs an Tag 7 zeigte, dass ledidiic PrI3d1 eine Hochregulierung in den
Tfap2d™ Stammzellen detektiert werden konnte. Die Expoessével vonCtsqund Pri3bl
waren in den furTfap2c heterozygoten Zellen geringer als in den Wildtygleh, Pri2c2
zeigte keine Veradnderung (Abb. 3.15). Aufgrund eléesExpressionsmusters der
Riesenzellmarker ist von einer tiberwiegenden Déffeierung von P-TGCs in défap2¢”

TSCs auszugehen.
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Abb. 3.15: Expression von Riesenzellmarkern in TSCs

Die RNA-Proben wurden von Trophoblast Stammzellees dDifferenzierungstags 7
gewonnen. Die Expressionslevel fGtsq (A) und PrI3bl (C) waren in den untersuchten
heterozygoten Klonen niedriger als in den Wildtypelden. FurPri3d1 (B) und Pri2c2 (D)
war eine hohere, bzw. vergleichbare Expressionenbachten.

3.7 Einfluss des maternalen Genotyps

3.7.1 Veranderte mendelsche Verteilung

+/+

Bei der Verpaarung vohfap2¢™ Muttern mitTfapZé"‘ Vatern kam es nicht wie erwartet zu
einem drastischen Verlust von Embryonen wahrendSt#mwangerschaft. An Tag 14pe

zeigte sich zwar noch ein deutlicher Unterschiah 50 % erwarteten heterozygoten Tieren
konnten nur 37,5 % beobachtet werden. Dieser Witeyd war jedoch bei Geburt bereits
nicht mehr zu sehen, zu diesem Zeitpunkt wurderagsm viele Tiere wie erwartet geboren
(Tab. 3). Diese Ergebnisse standen im Gegensatziheren Beobachtungen, wie sie in

Tab. 1 zusammengefasst wurden.
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Tab. 3: Anzahl der Nachkommen und deren mendelschevierteilung

Bei einer Verpaarung vofifap2¢” Mittern mit Tfap2d™ Vatern wurden an Tag 14j5c
weniger Embryos als erwartet beobachtet. Nach Gemisprach die beobachtete Anzahl der
Mendelschen Verteilung.

Tfap2c+/+ Erwartete Beobachtete
Erwartete Anzahl Beobachtete Anzahl
X Anzahlan Tag Anzahl an Tag
o nach Geburt nach Geburt
Tfap2c 14,5pc 14,5pc
n=30 n=16

+/+ 15 (50 %) 15 (50 %) 8 (50 %) 10 (62,5 %)
+/- 15 (50 %) 15 (50 %) 8 (50 %) 6 (37,5 %)

3.7.2 Veranderte Genexpression

Da bei der Anzahl an Nachkommen nach der Geburtekeinterschiede zur mendelschen
Verteilung aufgefallen sind, wurden weitere Paranater Plazentaentwicklung und der
Einfluss vonTfap2¢” Muttern untersucht.

Der erste deutliche Unterschied zeigte sich im Esgionslevel vonTfap2¢ welches in
Plazenten von heterozygoten Muttern in der Sporgpbioblastschicht reduziert war (siehe
Abschnitt 3.6). Bei einer Verpaarung einer Wildtyfutter mit einem heterozygoten Vater
war hingegen keine nennenswerte Verringerung danskriptmenge zu ermitteln (Abb. 3.16
A). Dasselbe Phdnomen wurde auferdemCubi2 (Abb. 3.16 B) undAscl2 (Abb. 3.16 C)
beobachtet. Anscheinend hat der maternale Genotgpn egrof3en Einfluss auf die
Transkription wichtiger Gene, welche an der Diffesierung und Proliferation von

Trophoblast-Vorlauferzellen beteiligt sind.
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Abb. 3.16: Relative Expressionslevel von Stammzelbrkern
Die mRNA-Analyse der Plazentakompartimente zeigtdag 14.5c keine Unterschiede in
den Expressionslevel flifap2c(A), Cdx2(B) undAscl2(C)

3.7.3 Einfluss auf das Geschlecht der Nachkommen

Neben des oben beschriebenen Effekts des matei@Galentyps auf die Expressionsmuster in
Tfap2d” Plazenten fiel noch ein weiterer Einfluss beil&hl des Muttertieres fir die Zucht
auf. Sowohl an Tag 14.pc (Abb. 3.17 A) als auch nach Geburt (Abb. 3.17 Bjr vein
signifikant verringerter Anteil an weiblichen Mauseu beobachten, wenn die Nachkommen
von Tfap2d” und Tfap2d™ Mittern miteinander verglichen wurden. In normalen
Verpaarungen von Wildtyp-Mittern mit Wildtyp-Vatemitt annéhernd eine 50:50 Verteilung
von mannlichen und weiblichen Nachkommen auf. BeereVerpaarung von Weibchen, die
zwei Wildtyp-Allele fur Tfap2cbesitzen, kam es zu keiner nennenswerten Abwegckon
der Norm. Bei den Nachkommen von Mittern, die lotggot fur Tfap2c waren, konnte

bereits an Tag 14.pc eine signifikante Verringerung der Anzahl weibkciNachkommen
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beobachtet werden. Auch nach der Geburt war dé&dhtiche Zahl an geborenen Weibchen
unter der erwarteten.

Abb. 3.17: Geschlechterverhéltnis bei Verpaarung vwo Wildtyp und heterozygoten
Mduttern

Die Nachkommen aus Verpaarungen vBiap2¢’*, bzw. Tfap2¢” Muttern mit Tfap2¢”

Vatern zeigten eine signifikant unterschiedliches@wechtsverteilung, sowohl an Tag 14.5
pc (A) als auch nach Geburt (B).
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Zusammengefasst kann man sagen, dass der teiMeikest vonTfap2cbereits gravierende
Auswirkungen auf die Entwicklung der Plazenta Hate Heterozygotie fur dieses Gen
bewirkt unter anderem den Verlust von Embryonen der zweiten Halfte der
Schwangerschaft, sowie ein Versagen der korrekteoidaufe der Proliferation und
Differenzierung von Vorlauferzellen. Dies zeigtehsbesonders durch eine hohe Zahl KI67-
positiver Zellen und Zellcluster von unbekannter rkdaft im Labyrinth, sowie
morphologische  Aufféalligkeiten  sowohl im  Labyrinthals auch in der
Spongiotrophoblastschicht, die eine gestorte Adsbiy der maternalen Gefal3systeme
vermuten lassen. Auffallend war auf3erdem eine \de@mg des Expressionsmusters von
Stammzellpotential-relevanten Markergenen, sowiee éVerschiebung des Riesenzelltyps
von Prl2c2 und PrI3b1 dominierten C-TGCs zu de@tsgpositiven S-TGCdn vivo. Die
Untersuchung des heterozygoten Phanoiypatro zeigte des Weiteren eine Reduktion der
Transkriptmenge, bzw. eine fehlende Hochregulierdieg Stammzellpotential-relevanten
GeneTfap2¢ Cdx2 EomesundGata3 All die genannten Ergebnisse deuten auf einelluster
der Proliferationsfahigkeit und des Stammzellpo&gdsit hin, was zu einer friheren
Differenzierung und somit auch zu Problemen im &aaufbau flhrt.

Zusatzlich scheint es einen bisher unbekanntenrdimghang von maternalem Genotyp und
plazentarer Genexpression, sowie der Geschlechteitueg zu geben, was ebenfalls im
Folgenden diskutiert wird.
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdbereits bei monoallelischem Verlust
von Tfap2¢ welcher zu einer Reduzierung der MengeTdap2c Transkript fuihrte, ein
deutlicher Effekt auf die Plazentaentwicklung irr daus zu beobachten ist. Es zeigte sich
eine dramatische Reduzierung der Nachkommen wahdendSchwangerschaft und nach
Geburt, sowie eine transient signifikante Gewicdsktion an Tag 14,5pc. Die
Phénotypanalyse der Plazenta zeigte eine verandlerehologie mit vergro3erten Lakunen
im Labyrinth und grof3en Einblutungen in der Spotrgghoblastschicht. Eine Ansammlung
stark proliferierender Zellnester im Labyrinth, ein gestorte Expression von
Riesenzellmarkern sowie relevanter Markergene tieuteauf eine Stoérung bei der
Differenzierung der verschiedenen Trophoblastliriiem Diese These konnte auth vitro

am Modell der Trophoblaststammzellen bestatigt eerdvelche ebenfalls Stérungen der
Proliferation und in den Expressionsmustern vomsiaellspezifischen Markern zeigten. Des
Weiteren konnte ein Einfluss des maternalen Geisotyd die Genexpression der Plazenten
sowie das Geschlechterverhaltnis gefunden werden.

4.1 Die Rolle vonTfap2cin der Regulation der Plazentaentwicklungn vivo

4.1.1 Der partielle Verlust von Tfap2c hat Einfluss auf die embryonale
Gewichtsentwicklung und fuhrt zu embryonalem Verlug

Die Vorgange, die letztendlich zur Ausbildung deurmen Plazenta fuhren, erfordern ein
prazises Zusammenspiel von Proliferation und Déffiererung. Es ist bekannt, dass TFAP2C
zusammen mit anderen Faktoren wichtig fur die Aalfterhaltung des Stammzellpotentials
wahrend der Plazentaentwicklung ist. Ein volligehlEn dieses Transkriptionsfaktors fihrt
zum Verlust der Embryonen bis spatestens Tag g0, &uman et al. 2002; Werling et al.
2002). Dies ist auf die fehlende Ausbildung desopldzentarkonus zuriickzufiihren, was zu
einem Verlust der weiteren Entwicklung der Plazeftitart. Beim heterozygoten Genotyp
werden zwar lebende Nachkommen geboren, jedoclpresits deren Anteil am Wurf nicht
der zu erwartenden mendelschen Verteilung. Der dodubte teilweise Verlust ddifap2c
heterozygoten Embryonen konnte nicht zweifelsftéiegane chronische Unterversorgung der
Embryonen zurtickgefuhrt werden. Zwar sind die Ghtei@n Tag 14,pc signifikant und bei
Geburt tendenziell niedriger, allerdings ist defekf nur transient und nicht drastisch genug,

um den Verlust von fast 40% der Embryonen bis zeiou@t zu erklaren.
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4.1.2 Heterozygotie fur Tfap2c fuhrt zur Vergrof3erung von Gefal3systemen in der
Plazenta

Da der Verlust von heterozygoten Embryonen wahistibe nicht auf eine chronische
Mangelversorgung durch die Plazenta zuriickzufulisgrnwas sich in drastisch reduzierten
embryonalen und plazentaren Gewichten zeigen wiwdegde die Morphologie im Detail
untersucht. Alle Plazenten wiesen bei der Begutathtvon HE-gefarbten Schnitten eine
normale Differenzierung in die Zellpopulationen vdmbyrinth, Spongiotrophoblast,
Glykogenzellen und Riesenzellen auf. Ein schwereneigr Defekt, der die Plazenta in ihrer
Funktion einschrankt, konnte somit ausgeschlosssdemn.

An Tag 14,5pc zeigten die Plazenten grof3e Raume in der Spoogiwdblastschicht und an
Tag 18,5pc waren grol3e Hamorrhagien in der Labyrinthschichegkennen. Ein ahnlicher
Phanotyp wurde bei Dupressoir et al. (2011) gezdigtdiesem Modell eineiSynB"
Mauslinie zeigen sich an Tag 17pg der Schwangerschaft stark vergréf3erte maternale
Gefal3e, welche sich von der Spongiotrophoblaststimcdas Labyrinth erstrecken und so
diese Schicht gegen Ende der Schwangerschaft 0mmnstDie Autoren fiuhren dieses
Phanomen auf eine schrittweise Vereinigung der maten GefalRe der
Spongiotrophoblastschicht zuriick, welche durch el@efallwéande und die Belastungen
durch den maternalen Blutdruck geschehen. Ausgehamd dieser Theorie lasst sich
folgendes auf diese Arbeit tbertragen: Es ist neigldass die Bildung der Hamorrhagien in
der Plazenta defffap2d” Tiere ebenfalls durch Vereinigung von zuvor dumbptur
zerstOrter maternaler GefalRe auftritt. Diese Anralerklart zum einen, dass nicht alle
Plazenten im gleichen Ausmal} betroffen waren umcallem, dass nur 40% der Embryonen
im Verlauf der Schwangerschaft verstorben sind. Yahandensein von Einblutungen kann
bis zu einem gewissen Grad kompensiert werden. \gdch eine kritische Schwelle an
plazentarer Dysfunktion tberschritten, kommt es X(@rsagen der Versorgung und zum Tod
des Embryos. Dies wirde auch den signifikantenugérvon Embryonen zwischen Tag 14,5
und 18,5pc erklaren, da sich zu diesem Zeitpunkt die Einlvigen zu bilden scheinen.

Die Ergebnisse aus der Immunfarbung gegen CD31 diedVerteilung der alkalischen
Phopshatase im Labyrinth deutete auf Probleme iemmalen Sinusoiden hin. Diese werden
normalerweise von Sinusoidalen Trophoblast RiedEmzeausgekleidet. Die genauere
Untersuchung der vorhandenen Riesenzellen in Tep2d” Plazenten mit Hilfe von
Markergenen wird im folgenden Abschnitt genauepbashen.
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4.1.3 Tfap2c ist an der Regulation von Proliferation und Differenzierung der
Trophoblastlinien des Labyrinths beteiligt

Die Ergebnisse aus der Immunféarbung von Ki67 voterogygoten Plazenten zeigten eine
signifikant erhdhte Proliferationsrate im Labyrinth Vergleich zum Wildtyp. Ein &hnlicher
Phanotyp konnte von Bainbridge et al. (2012) im klbder GemI” Maus gezeigt werden.
Der Transkriptionsfaktor glial cell missing-1 (GCMHat eine grof3e Bedeutung wahrend der
Entwicklung des Labyrinths. Er wird in kleinen Alea im Chorion gefunden und
determiniert die Startpunkte der beginnenden Veigwey der eingewanderten fetalen
GefaRe (Anson-Cartwright et al. 2000EcmI” Tiere weisen eine zweifach erhohte
Proliferationsrate im Labyrinth auf und, vermutlidaraus resultierend, eine erhthte Dichte
der fetoplazentaren KapillargefaRe. Dieser Effektivauf eine gestorte Differenzierung des
Synzytiotrophoblasten zurtickgefiihrt (Bainbridgale2012).

Die nicht zu labyrinthdren Trophoblastzellen auedénzierten Zellnester, die in den
heterozygoten Plazenten an den Tagen 14,5 und [d8ibd grofRer Zahl auftraten, waren
positiv fiur TFAP2C, Ki67, sowielpbpaund zeigten aul3erdem eine positive Farbung auf
PAS, was das Vorhandensein von Glykogen anzeigs Beutete auf eine Zellpopulation hin,
die eine hohe Proliferation aufweist und scheirdraters oder verzdgert differenziert als die
umliegenden Trophoblastzellen des Labyrinths. Diésknester wurden bereits in anderen
Studien beschrieben und auch dort mit einer gesteig Proliferationsaktivitat korreliert (Wu
et al. 2003). Diese bei Wu et al. beschriebenenzelRtean sind defizient fir das
Retinoblastoma-GerRp). Rbist in Zusammenarbeit mit verschiedenen Faktonee,z. B.
p57%2 von groRer Bedeutung in der Regulation des Zellmylder Trophoblastzellen.
Plazenten miRb™ Genotyp zeigen ebenfalls dicht gepackte Zellnéstefusammenhang mit
einer gesteigerten Proliferation und verzégertefieBanzierung. Wu und Kollegen fanden
aulRerdem eine geringere Menge an Zellen, welchaiypddr die alkalische Phosphatase
waren. Hierbei handelt es sich um die S-TGCs, veetie maternalen Sinusoide auskleiden.
Diese Ergebnisse werden auf ein Versagen der KkemekDifferenzierung der
Trophoblastzellen in der Labyrinthschicht zurickiet.
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Da die Probleme der maternalen BlutgefaRe auf ejmetdrte Differenzierung von
Trophoblast-Riesenzellen hindeuten konnten, wurdém Tfap2d” Plazenten auf ihre
Expression von TGC-Markern untersucht. Die Abbilgluhl gibt einen Uberblick iber die
Entstehung der einzelnen Riesenzell-Subtypen urehdéorlaufer.

Abb. 4.1: Ubersicht (ber die Mechanismen der Entsteung der Trophoblast-
Riesenzellen

Die sog. sekundaren Riesenzellen kdénnen sich sowaoblTpbpd als auch ausTpbpa
Vorlaufern entwickeln. Verandert nach Simmons e2@07

Die Differenzierung der TGCs kann vdmpbpanegativen als auch positiven Vorlauferzellen
erfolgen. Da in den mikrodissektiert&fap2cheterozygoten Plazenten keine Unterschiede in
der Transkriptmenge fuFpbpafestgestellt werden konnten, ist davon auszugethess die
Entwicklung zuTpbpapositiven Vorlaufern normal erfolgt ist. Aufgrumigs in dieser Arbeit
beschriebenen Phanotyps und der Verteilung dewviddttider alkalischen Phosphatase liegt
hochstwahrscheinlich eine gestdrte DifferenzierdegTpbpanegativen sinusoidalen TGCs
vor. Ebenfalls ist eine Beteiligung der erst kigzlbeschriebenen channel-TGCs in Betracht
zu ziehen, da diese die maternalen Lakunen in pen@otrophoblastschicht auskleiden und
ebenfalls negativ furTpbpa sind (Gasperowicz et al. 2013). Das Expressioesleles
Riesenzellmarker€tsqdeutet ebenfalls auf eine Verschiebung der Subtyp&ichtung der

sinusoidalen und channel-Riesenzellen. Diap2¢” Plazenten wiesen an Tag 1456 eine
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geringere Expression voRri3dl, Prl3bl und Prl2c2 auf und zeigten eine deutliche
Hochregulierung vol€tsqim Vergleich zu Wildtyp-Plazenten.

Ctsqist ein Marker, der nur in S-TGCs und Ch-TGCs indlén ist. Ob dies jedoch auf eine
groRere Anzahl von maternalen Sinusoiden und Kamétéckzufiihren ist, oder ob eine
verstarkte Invasion der GefalR3e durch die Riesamzaflattgefunden hat, ist mit dem Ansatz

der reinen Genexpressionsanalyse nicht zu klaren.

4.1.4 Kompartimentspezifische mRNA-Analyse zeigt vénderte Markergenexpression

in Tfap2c” Plazenten

Da sowohl in der Spongiotrophoblastschicht als aochabyrinth Veranderungen durch den
heterozygoten Verlust vorlfap2c aufgetreten sind, wurden mit Hilfe der Laser-
Mikrodissektion Gewebeproben der beiden Kompartimean Tag 14,5pc getrennt
voneinander isoliert und auf ihre Geneexpressionterancht. Besonders starke
Veréanderungen zeigten sich in der Spongiotrophtdthgcht, das Labyrinth hingegen wies
lediglich geringfligige oder gar keine Veranderungeder untersuchten Genexpression auf.
Dies lasst sich hochstwahrscheinlich auf den Ursprdes Spongiotrophoblasten aus dem
Ektoplazentarkonus ableiten, in welchem der Trapsknsfaktor Tfap2c hauptsachlich
exprimiert wird (Werling et al. 2002).

Wie erwartet zeigte sich eine reduzierte MengeTéap2cTranskript in den Proben der
heterozygoten Plazenten im Vergleich zum Wildtypeifalls waren die Marke€dx2 und
Gata3verringert exprimiertGata3 und Cdx2regulieren die Trophoblastentwicklung parallel
zueinanderGata3ist ein Marker, welcher die Differenzierung deai@tmzellen wahrend der
Plazentaentwicklung vorantreibt, eine Verringeraley Expression kdnnte ein Hinweis auf
eine verzogerte Differenzierung sein (Ralston et28i0). Gata3Nullmutanten Gberleben
jedoch bis Tag 10.5 pc (Ma et al. 1997), daher éhe frihe Stoérung der
Trophoblastentwicklung durch ein reduziert€ata3Transkript nicht zu erwartenCdx2
hingegen ist fur die erste Lineage-Differenzierurajwendig und an der Aufrechterhaltung
des Stammzellpotentials beteiligt (Beck et al. 995

Der Transkriptionsfaktor TEAD4 wird im Trophektodefir die Expression vo€dx2(Yagi

et al. 2007) undGata3 (Ralston et al. 2010) benétigt und ist somit aachder frihen
Determinierung der Trophoblastlinien beteiligt. Ddie Expression vonTead4 bei
heterozygotem Verlust vonfap2cnicht verandert war ist anzunehmen, dass TFAR2C e
auf der Ebene der Stammzellerhaltung nachhaltigienGenexpression eingreift und nicht

bereits auf der Ebene der friihen Spezifikation.
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Eine signifikante Verringerung der Expression zegjth bei dem Transkriptionsfaktascl2

in der Spongiotrophoblastschicht der heterozyg®teazenten. IlAscl2defizienten Plazenten
konnten keine Spongiotrophoblastzellen sowie de¥&rlaufer nachgewiesen werden
(Guillemot et al. 1994), im Gegensatz zum hier gdanen Phanotyp. Ebenso wfiscl2 ist
Cited2 ein wichtiger Faktor fur die Differenzierung vonrophoblast-Riesenzellen und
Spongiotrophoblastzelleited2Nullmutanten sterben bis Tag 146 der Schwangerschaft
und weisen eine zu geringe Menge an TrophoblasteRieellen, Spongiotrophoblasten und
Glykogenzellen auf, auRerdem zeigen sich Schwietigk im korrekten Aufbau der
Labyrinthschicht (Withington et al. 2006). Die Awa flihren dies auf verringerte
Proliferation in Ektoplazentarkonus und Chorion (mkt, was eine reduzierte Menge an
Vorlauferzellen, welche sich in der weiteren Entdiing ausdifferenzieren konnen, zur Folge
hat. Im Kompartiment des SpongiotrophoblastenTdap2¢’ Plazenten war eine verringerte
Expression voi€ited2zu beobachten. Die niedrigeren ExpressionslevelAsz|2undCited2
kbnnen somit ebenfalls auf eine Stoérung der Pralifen in frihen Stadien der
Plazentaentwicklung hindeuten, was Probleme in dpéteren Differenzierung der
Progenitorzellen in der Spongiotrophoblastschicahnsich ziehen kénnte.

An Tag 14,5pc zeigten dieTfap2¢” Embryos eine signifikante Verringerung des Geveicht
im Vergleich zum Wildtyp. Die Faktorerigf2 und Phlda2 beides Regulatoren des
Wachstums und des Glykogenhaushalts (Sibley e2(04; Tunster et al. 2010), zeigten
allerdings keine signifikanten Veranderungen der prEgsionsmenge in der
Spongiotrophoblastschicht. Jedoch wurde in denrbmygoten Plazenten eine geringere
Menge an Glykogenzellen ermittelt, was eine Erkigréir die transiente Gewichtsreduktion

der Embryonen an Tag 14p6 sein konnte.

4.2 Die Rolle vonTfap2cin vitro

4.2.1Tfap2c” TSCs weisen ein verringertes Stammzellpotential u

Die Tfap2cheterozygoten Trophoblast-Stammzellen wiesen vegirh der Messung an eine
geringere Proliferationsrate als der Wildtyp aufeder Effekt zeigte sich sowohl unter
Stammzell- als auch unter Differenzierungsbedingundies steht scheinbar im Gegensatz
zu den Ergebnissein vivo, bei denen eine erhohte Proliferation der Zellen dier
Labyrinthschicht an Tag 14 nachgewiesen werden konnte. Jedoch muss beaddidtmny
dass die Proliferationsreitie vitro nur 7 Tage umfasste, was nur einen sehr friihemaZien

der Stammzellentwicklung abdeckt. Wie die im Foldgm diskutierten Veranderungen von
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verschiedenen Markergenen zeigen, kann es sicbehnigach um eine verzdgerte Etablierung
eines stabilen Stammzellpotentials handeln.

Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 7 Tagetemu Entzug von konditioniertem
Medium differenziert. Wahrend der Differenzierungeigte sich ein veréndertes
Expressionsmuster fur folgende Gene: Wie erwartatim Vergleich zu Wildtyp TSCs die
Expression vonrfap2can den Tagen 0-3 in den heterozygoten Zellen fdignt geringer.
Ein &hnliches Muster war fikscl2und Gata3zu beobachten. Die beiden Stammzellmarker
Eomesund Cdx2 zeigten ein sehr drastisches Ergebnis. Im Vergleion Wildtyp scheint es
in den heterozygoten Zellen von bereits im unddfaierten Zustand an Tag 0 an diesen
wichtigen Stammzellspezifischen Transkriptionsfa&tozu mangeln. Dies deckt sich mit der
Beobachtung von Aumann et al. (2002) vivo. In dieser Verotffentlichung wurde der
Phanotyp der Tfap2c Nullmutante untersucht. Dort konnte bereits in rsdhihen
Entwicklungsstadien eine Reduktion der fir die Hdmy des Stammzellpotentials wichtigen
Faktoren CDX2 und EOMES nachgewiesen werden (Aunetnal. 2002). So ist es nur
konsequent anzunehmen, dass dieser Effekt auctishiendfap2¢’”- Phanotyp zu beobachten
ist, wenngleich auch mit geringeren Folgen fiir dalserleben der Embryonen. Die
Expression furCdx2 scheint au3erdem in déffap2c heterozygoten Zellen nicht oder nur
gering moduliert zu werden, da die Expressionslexadirend der Differenzierung nicht wie
erwartet rapide abfallen, sondern auf einem komstahevel verbleiben. In Kombination
zeigten diese Ergebnisse, dass der teilweise MerarsTfap2cin vitro dazu fuhrt, dass die
TSCs bereits von Anfang an ein sehr schwach auggegs Stammzellpotential besitzen.
Koch et al. konnten it€x31" TSCs nachweisen, dass der Verlust des Connexireingh
Einfluss auf die Regulation vofifap2chat, welches dort nicht wie im Wildtyp im Lauferde
Differenzierung hochreguliert wird (Koch et al. Z)1Auch umgekehrt scheint die Menge an
Cx31 Transkript in Korrelation zurfap2c zu stehen, da die Expression vBr31 in den

TfapZC”' TSC wahrend der Differenzierung geringer war algiidtyp TGCs.

4.2.2 Veranderte Riesenzellmarkem vitro

Zwischen Wildtyp und heterozygoten TSCs zeigte sielm Unterschied in Bezug auf die
Expressionslevel voi©dknlc Dieser Marker weist auf den Ausstieg der Zelleis dem
Zellzyklus und auf den Beginn der Endoreduplikation (Hattori et al. 2000). Aus diesem
Grund war anzunehmen, dass die Menge an Trophe®Riesénzellen in Wildtyp und
Tfap2¢” Trophoblast-Stammzellen gleich hoch ist. Aufgrumer Expressionsmuster der

TGC-Markergene an Tag 7 der Differenzierung kardogd von einer Veranderung in der
71



4. DISKUSSION

Verteilung der Riesenzell-Subtypen ausgegangen emerDie Expressionslevel fiRri3bl
und Ctsg waren geringer im Vergleich zu WT TSCs und dienskaiptmenge fuPrl2c2
zeigte sich unverandert. Lediglich bé&rl3d1 konnte eine Erh6hung der Expression
festgestellt werdenPrl3d1 ist ein Markergen, was auf das Vorhandensein verGEs
hinweist. Diese Ergebnisse da&m vitro Versuche stehen allerdings im Gegensatz zur
Beobachtung der Subtypmarkervivo, dort wurde eine Erh6hung vdrisq nachgewiesen,
was auf eine Verschiebung in der Differenzierung Gunsten der S-TGCs schlie3en lasst.
Diese Beobachtung lasst sich mdglicherweise dareigrimden, dass im isolierten
Zellkultursystemin vitro keinerlei Beeinflussung von maternaler Seite nobigist. So ist es
wahrscheinlich, dass die Ausbildung der verschiedeRiesenzelltypemn vivo nicht nur
endogen geregelt wird, sondern auch durch parakmke endokrine Faktoren beeinflusst

wird.

4.2.3 Der teilweise Verlust vonTfap2c zeigt nur einen geringen Einfluss auf das
Migrations- und Invasionsverhaltenin vitro

Im Laufe der Entwicklung der Plazenta findet mawophoblastzellen ebenfalls in diversen
maternalen GefalRen und Geweben. Aus diesem Grumtieig-ahigkeit zur Migration und
Invasion unabdingbar, denn nur so gelingt es dessdRizellen, Kontakt zu maternalen
GefalRen aufzunehmen und eine Verbindung mit demsHegrzustellen (Bevilacqua et al.
1989; McRae et al. 1990). Neben den P-TGCs wandenh andere Subtypen wie die
Spiralarterien-assoziierten TGCs in Gefalde ein stelen so einen ausreichenden Blutfluss
sicher (Pijnenborg et al. 1981; Adamson et al. 2@ mons et al. 2007). Eine zu geringe
oder ineffektive Einwanderung von Riesenzellenlutfbhrende Gefal3e konnte ein Grund flr
den Vorliegenden Phanotyp dEiap2cheterozygoten Plazenten an den Tagen 14,5 und 18,5
pc sein. Im Modell der Trophoblast-Stammzellen veutlte Migrations- und Invasionaktivitat
derTfap2d” Zellen untersucht.

Die Fahigkeit zur Migration schien an den Tage® @nd 7 der Differenzierung in Wildtyp
und heterozygoten Zellen gleich ausgepragt zu dean.die heterozygoten TSCs, wie in
Abschnitt 4.2.1 diskutiert, eine geringere Probfgyn aufwiesen, kann kein abschliel3endes
Urteil Uber die gemessene migrierte Zellmenge debilverden. Es ist moglich, dass das
langsame Wachstum d&fap2¢’” Zellen eine erhohte Migrationsrate verdeckt haesmyilt
ebenfalls fur die Ermittlung der Invasionsrate, diewohl tendenziell nur leicht erhoht,

trotzdem eine gesteigerte Invasion vermuten lasst.
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4.3 Der Einfluss des maternalen Genotyps auf die mdelsche Verteilung, die
Genexpressionn vivo und das Geschlecht der Nachkommen

Die Auswertung der mendelschen Verteilung und deeneXpressionsmuster bei
Verpaarungen von Wildtyp-Weibchen verglichen mitrjearungen von heterozygoten
Weibchen legte die Vermutung nahe, dass der Gendgmp Mutter einen Beitrag zur
Uberlebensfahigkeit der heterozygoten Embryonen Bat TFAP2C jedoch nur in der
antimesometralen Dezidua nachzuweisen ist, scheint direkter Einfluss durch den
matterlichen Uterus ausgeschlossen zu sein. Je#odnte gezeigt werden, dass eine
Akkumulation an TFAP2C-Protein in der Oozyte masden Ursprungs bereits vorhanden ist
und erst bis Tag 7,pc komplett verbraucht wird (Aumann et al. 2002). Digihrt zur
Annahme, dass die Oozyte einer heterozygoten Meitexr geringere Menge an TFAP2C
besitzt als die einer Wildtyp-Mutter und so beyeit einem sehr frihen Stadium ein Defizit
in der Etablierung des Stammzellpotentials habemt& Dies kbnnte auch eine Erklarung
fur eine veranderte Genexpression der PlazenteWbiMittern im Vergleich szapZC”‘-
Mittern sein. Ein weiterer Ansatz ware eine Komp#ios der Defizite durch den
Organismus der Mutter, was z. B. Uber endokrine pdeakrine Faktoren geschehen kénnte.
Es gibt Hinweise aus der Literatur, dass sichitbeitro-Befruchtung von Maus-Oozyten die
Zygoten mit mannlichem Erbgut schneller zur Blagste entwickeln als die Zellen mit
weiblichem Erbgut (Valdivia et al. 1993). Es liegther die Vermutung nahe, dass weibliche
Embryonen, die heterozygot flrfap2c sind, einen Nachteil in ihrer Entwicklung haben,
weshalb das Geschlechterverhaltnis in heterozyggrpaarungen nicht ausgewogen war.
Jedoch ist eine weitaus grof3ere Zahl untersuchieme Thotig, als sie hier in der Arbeit

vorliegen, um eine klare Aussage treffen zu kénnen.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit ist das veranderte piter® Genmuster nur punktuell erfasst
worden. Um einen detaillierteren Einblick in die&ederten Interaktionen der Signalwege fur
die Entwicklung der Tfap2c heterozygoten Plazenten zu bekommen, mussten in
weiterfihrende Arbeiten zusatzlich frihere und emitEntwicklungsstadien untersucht

werden. Dazu musste mittels kompartimentspezifistlaser-Mikrodissektion der Verlauf
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der Genexpression von der sich noch entwickelndgiib zur reifen Plazenta dokumentiert
werden, um so eine frihe Fehlregulierung der Netizeveu erkennen.

Die Ursache der Hamorrhagien konnte durch einestesale Schnittebene, im Gegensatz
zur hier verwendeten sagittalen Ebene, eine besdbersicht Gber den Verlauf von
maternalen venodsen Gefallen in der Spongiotroptieblasht und der Sinusoide im
Labyrinth geben, wie kirzlich beschrieben (Gaspapwet al. 2013). Durch diese
Schnitttechnik lieBen sich eventuelle Engstellerd uwhe Ursachen der Stauungen des
Blutflusses besser erkennen.

Die Ergebnisse der Versuche riifap2¢’~ Stammzellerin vitro legen ein stark verringertes
Stammzellpotential nahe, sowie eventuell eine Mgering der Differenzierungsprozesse.
Diese Hypothese wiirde sich durch eine Uberexpnessam Tfap2¢” in Wildtyp-TSCs
untersuchen lassen, ebenso wie der Rescudfap2d” Zellen. Dazu sollten virale Systeme
zur Transfektion genutzt werden, um eine stabileegration und Expressionsstarke zu
bekommen.

Der in dieser Arbeit beschriebene Einfluss des maten Genotyps sowohl auf die
Genexpression in den Plazenten als auch auf dieh@ebiterverteilung an Tag 14p& und
nach Geburt bedirfen Versuchsansatze mit umfartgnein Mauskohorten. Erst mit einer
hohen Zahl untersuchter Tiere ist eine Bestatiglegjhier gefundenen Trends méglich. Auch
sollten im Rahmen dieser Studien EmbryonentransfensWildtypmuttern in heterozygote
Mutter und umgekehrt erfolgen. So lieRe sich degErklaren, ob der Einfluss des maternalen
Genotyps auf den Organismus der Mutter beruht oldezin bisher unbekannter Faktor in der

Oozyte oder Zygote daflr verantwortlich ist.
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In den letzten Jahren ist die Forschung zur Plaeemvicklung und -funktion und der Beitrag
der Plazenta zur Programmierung des Embryos wahdandSchwangerschaft und der
Prognose fir die Gesundheit im weiteren Leben immehr in den Fokus gertickt. Da
Mensch und Maus eine ahnlich aufgebaute diskouiatehdmochoriale Plazenta besitzen, ist
die Maus ein ideales Modell zur Untersuchung zeid molekularbiologischer Mechanismen
der Plazentaentwicklung.

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Einfluss des Tkapsionsfaktors TFAP2C auf die
Entwicklung der Plazenta der Maus genauer untetswelnden. Bisherige Arbeiten von
Werling et al. (2002) und Aumann et al. (2002) ératsich bereits mit den Auswirkungen des
kompletten Verlustes vomfap2cbeschaftigt. Ein vollstandiger Verlust fihrt zunein sehr
frihen Absterben der Embryonen, was hauptsachlighdeée fehlende Entwicklung der
plazentaren Anlage zurtckzufiihren ist. In der egeinden Arbeit wurde das Modell der
Tfap2¢” -Maus verwendet. Bei dieser Mauslinie werden zwetetozygote Tiere geboren,
jedoch in verringerter Anzahl. Dieses heterozygdesismodell, das eine reduzierte Menge
des Transkriptionsfaktors exprimierte, ermoéglicese den Einfluss vomfap2cwahrend des
ganzen Verlaufs der Plazentaentwicklung bis hinGelourt der Nachkommen untersuchen zu
konnen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werdensdseseits an Tag 14 ein signifikanter
Verlust von heterozygoten Embryonen stattgefund&nuind dieser Verlust bis zur Geburt
zunimmt. Bei Vergleich mit der zu erwartenden mésceen Verteilung der Embryonen
zeigte sich eine Reduktion der heterozygoten Tuened0%. An Tag 14,Bc zeigte sich eine
signifikante Reduzierung der embryonalen Gewicliagegen waren die Gewichte der
Plazenen an Tag 14p& sowie die Gewichte von Embryo und Plazenta anIBa§pcin den
heterozygoten Proben nur tendenziell reduziert.

Um die Ursachen fir den Verlust vaifap2d” Embryonen wahrend der Schwangerschaft
genauer zu untersuchen, wurden histologische untuimhistochemische Untersuchungen an
den Tagen 14,5 und 18pe durchgefiihrt. Die untersuchten heterozygoten Rlarezeigten
eine korrekte Differenzierung der verschiedenencdtbn, wie die des Spongiotrophoblasten
und des Labyrinths. Grol3e morphologische Abweickungeigten sich vor allem in der
Ausbildung von Hohlrdumen in der Spongiotropholsiasicht an Tag 14,pc, sowie grol3e
Hamorrhagien in der Labyrinthschicht an Tag 1B¢5 was auf eine Fehlentwicklung des
maternalen Gefal3systems hindeutet. Die Hohlraurniersen ihren Ursprung in erweiterten

maternalen venodsen Gefalien zu haben, wahrend dierdigien auf Grund ihrer Aktivitat
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von alkalischer Phosphatase als vergrof3erte méteBinausoide identifiziert werden konnten.
Das Expressionsmuster der Trophoblast-Riesenzelgte auf3erdem einen Anstieg des
sinusoidalen TGC-Subtyps. Dies deutete zuséatzlich eane gestdrte Entwicklung der
sinusoidalen Riesenzellen hin, welche die matem@lausoide im Labyrinth auskleiden.

Im Labyrinth war eine verstarkte Proliferationsaiét des labyrinthdren Trophoblasten an
Tag 14,5pc, sowie ein gehauftes Auftreten von Zellnesteram Tagen 14,5 und 18p8 zu
beobachten. Diese  Zellnester  exprimiertenTpbpg ein  Markergen  der
Spongiotrophoblastschicht, und zeigten aul3erdeme estarke Proliferationsaktivitat,
aulBerdem enthielten sie Glykogen. Diese Ergebnigssen ebenfalls auf eine gesttrte
Regulation von Proliferation und Differenzierung hind als Konsequenz auf eine verzogerte
Differenzierung in defffap2cheterozygoten Plazenten.

Die Expression der trophoblastaren MarkergeneTéap2¢” Plazenten an Tag 14p6 wurde
mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion an distinkterre@len der Plazenta untersucht. In der
Spongiotrophoblastschicht zeigte sich eine verritegExpression voiCdx2 Gata3 Cited2
und Cx31 die fiur die Erhaltung des Stammzellpotentials udié Einleitung des
Differenzierungsprozesses verantwortlich sind. Iren d untersuchten Arealen der
Labyrinthschicht wurden keine signifikanten Veramohgien in der Genexpression gefunden.
Die Etablierung Tfap2cheterozygoter Trophoblaststammzellen (TSCs) eritldtgl eine
gezielte  Untersuchung der Auswirkungen des teilereis Verlustes dieses
Transkriptionsfaktors auf die Proliferations- undff€enzierungsmaglichkeiten. Tfap2¢”
TSCs zeigten eine stark verringerte Proliferatiapsizitat, auRerdem fehlte die Expression
der fur das Stammzellpotential wichtigen Transkoipsfaktoren Eomesund Cdx2 fast
vollstandig. Des Weiteren war der Differenzierungsker Ascl2in seiner Expressionsstarke
verringert und zeigte eine Verzbgerung im Expressiwuster. Der Verlust der
Stammzellmarkers begrindet, dass die TSCs einengerte Kapazitat zur Proliferation
aufwiesen und erst verspétet die Differenzierungaeitet wird.

Es zeigte sich, dass der maternale Genotyp eineht rau unterschatzenden Faktor
hinsichtlich einer Kompensation des GendefekteEfap2¢” leisten konnte, da heterozygote
Embryonen von Wildtyp Miuttern keine verédnderte Ggmession in den beiden
Kompartimenten aufwiesen. Auffallig war eine verérid Geschlechterverteilung, welche in
Verpaarungen mit heterozygoten Miuttern zugunstennad@nnlichen Geschlechts ausfiel, im
Gegensatz zu Verpaarungen mit Wildtyp-Mdttern. BiBefunde miussten jedoch an gréf3eren

Mauskohorten bestétigt werden.
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse deutg eine gestdrte Regulation von
Proliferation und Differenzierung in deffap2cheterozygoten Plazenten hin. Durch ein
verringertes  Stammzellpotential kommt es zu einer erz¥igerung der

Differenzierungsprozesse. Dies filhrt mdoglicherweige einer Verschiebung in der
Trophoblast-Riesenzellentwicklung zu Gunsten deusdidalen Riesenzellen, woraus die
Fehlentwicklung der maternalen Gefal3e mit der Bigdwon Ha&morrhagien resultieren
kénnte und in Folge dessen den Tod von Embryoramsacht wird.
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