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DAS SYNTHETISCHE GLUKOKORTIKOID
TRIAMCINOLON-ACETONID INHIBIERT
DIE EXPRESSION VON GLUKOSETRANS-
PORTERN IN TROPHOBLASTZELLEN DER

PILAZENTA

Summary

Although glucocorticoids play
important roles in development
and fetal programming, they are
administered over long periods
in the course of assisted repro-
duction and are widely used for
treatment of a variety of preg-
nancy-related diseases, too. In
various tissues glucocorticoids
down-regulate glucose transport
systems, however, their effects
on glucose transporters in the
placenta are unknown. In the
present study, the glucose carrier
proteins GLUT1 and GLUT3
were localized in the trophoblast
and endothelium of the human
placenta. Subsequently, it was
investigated whether glucocorti-
coids affect mRNA and protein

ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl bekannt ist, daR Gluko-
kortikoide malgeblich in die Re-
gulation fetaler Entwicklungspro-
zesse involviert sind, werden sie
in der Assistierten Reproduktion
tUber langere Zeitraume appliziert
und dartiberhinaus auch zur
Behandlung einer Anzahl schwan-
gerschaftsspezifischer Erkrankun-
gen eingesetzt. In vielen Geweben
inhibieren Glukokortikoide die
Glukosetransport-Systeme, Effekte
auf Glukosetransporter in der Pla-
zenta wurden allerdings bisher
nicht dokumentiert. In der vorlie-
genden Studie konnten die Glu-
kose-Carrierproteine GLUT1 und
GLUTS3 in der Trophoblastschicht

expression of these molecules by
Northern and Western Blotting
using human term placental
trophoblast cells cultured in the
presence or absence of 0.5, 5 and
50 puM of triamcinolone. Both,
GLUTT and GLUT3 glucose
transporters were significantly
down-regulated (p < 0.05). The
results demonstrate that triam-
cinolone is a potent regulator of
placental GLUTT and GLUT3
expression. We speculate that
impaired expression of placental
glucose transporters following
glucocorticoid administration
might contribute to the adverse
side effects, foremost of growth-
retarded fetuses, of this treatment
during pregnancy.

und im Endothel der menschli-
chen Plazenta lokalisiert werden.
Anschliefend wurde mittels
Northern und Western Blotting
untersucht, inwieweit Glukokorti-
koide die Expression von mRNA
und Protein dieser Molekiile be-
einflussen. In vitro Kultur isolier-
ter Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta in Gegen-
wart von 0,5, 5 bzw. 50 upM
Triamcinolon fuihrte zu einer si-
gnifikant reduzierten Expression
(p < 0,05) dieser Glukosetrans-
porter. Die Resultate demonstrie-
ren, dafS Triamcinolon die Expres-
sion der plazentaren GLUT1 und
GLUT3 Glukosetransporter wirk-
sam zu regulieren vermag. Wir
spekulieren daher, dal’ die vermin-
derte Glukosetransporterexpression
in der Plazenta als Folge einer

Glukokortikoidexposition zu un-
glinstigen Nebeneffekten (wie z.B.
fetaler Wachstumsretardierung)
einer Glukokortikoidbehandlung
wahrend der Schwangerschaft
beitragen kann.

EINLEITUNG

Ein effizienter diaplazentarer
Transfer von Glukose, dem prima-
ren Substrat fir den gesamten
fetalen oxidativen Metabolismus,
ist von grundlegender Bedeutung,
um die normale Entwicklung und
das Uberleben des Fetus in utero
zu gewdbhrleisten, da dessen eige-
ne Glukoseproduktion nur mini-
mal ist [1]. Der Glukosetransport
durch die Plazenta erfolgt durch
stereospezifische, Natrium-unab-
hangige, sog. ,erleichterte Diffu-
sion” entlang eines Konzentrations-
gradienten [2]. Dieser Prozef3
wird durch bestimmte Isoformen
einer Familie von Transporter-
proteinen mediiert, die die Auf-
nahme des Substrates in die Zelle
ca. 10.000 mal schneller ermog-
lichen, als dies durch einfache
Diffusion durch die Lipidmem-
branschicht zu realisieren ware
[3]. Diese Transportermolekiile
bestehen aus ca. 500 Aminosdu-
ren und gehoren zu einer Gruppe
von integralen Membranglyko-
proteinen, welche 12 die Zell-
membran durchziehende Doma-
nen aufweisen. Trotz ihrer hohen
Sequenzanalogie werden die
Glukosetransporter von sechs
verschiedenen Genen, die als
GLUT1-GLUT®6 [4] bezeichnet
werden und die mit Ausnahme
des Pseudogens GLUT®6 alle in
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Proteine translatiert werden,
kodiert. Wiahrend GLUT2-5 eher
gewebespezifisch exprimiert wer-
den, ist das GLUT1-Protein nahe-
zu ubiquitdr verbreitet.

Wirksame humorale oder endo-
krine Faktoren, die zusatzlich
zum miitterlich-fetalen Konzen-
trationsgradienten an der Regulie-
rung des transplazentaren
Glukosetransfers beteiligt sind,
konnten bisher nicht identifiziert
werden. Trotz der Expression von
Insulinrezeptoren werden der
plazentare Glukosetransport sowie
-metabolismus als weitgehend
Insulin-unabhangig betrachtet

[6, 7]. Glukose selbst kann die
plazentaren GLUT1-Transporter
stimulieren wie auch hemmen [8,
9]. Glukokortikoide (GC) inhibie-
ren den Glukosetransport in einer
Vielzahl peripherer Gewebe, wie
z. B. Skelettmuskel, Fettgewebe
und Endothel. Hochaffine Gluko-
kortikoidrezeptoren mit niedriger
Kapazitdt wurden in der Plazenta
von vielen Spezies, inklusive der
des Menschen identifiziert [10].
Deshalb ist es naheliegend anzu-
nehmen, dal GC die Expression
von Glukosetransportern in der
Plazenta in dhnlicher Weise wie
in den oben erwdhnten Geweben
zu regulieren vermogen. Dies
hdtte beachtenswerte klinische
Implikationen, da eine GC-indu-
zierte Inhibierung des plazentaren
Glukosetransportsystems Neben-
wirkungen hervorrufen kénnte,
die beispielsweise als Ursache fiir
die erhohte Inzidenz wachstums-
retardierter Neugeborener nach
GC-Behandlung wahrend der
Schwangerschaft in Betracht ka-
men [11].

In der Assistierten Reproduktion
werden Kortikoide tGber langere
Zeitraume appliziert, um die

Ovulation zu induzieren und eine
sich anschlieBende Schwanger-
schaft aufrecht zu erhalten [12,
13]. GC werden weiters zur
Behandlung schwangerschafts-
spezifischer Probleme eingesetzt,
wie etwa bei drohender Friihge-
burt zur Vermeidung des kind-
lichen respiratorischen Distress-
Syndroms. SchlieSlich kann eine
GC-Therapie auch notwendig
werden, wenn die Schwangere an
Lupus erythematodes, Asthma
bronchiale oder Arthritis leidet.

Die hier préasentierte Untersu-
chung geht der Frage nach, in-
wieweit GC die Expression der
plazentaren Glukosetransporter
beeinflussen. Da Dexamethason,
das ansonsten oft fiir experimen-
telle Studien der GC-Wirkung
verwendet wird, wenn tberhaupt,
nur mit geringer Affinitat an pla-
zentare Glukokortikoidrezeptoren
bindet, wurde hier das syntheti-
sche GC Triamcinolon-Acetonid
(TA), das spezifisch an Glukokor-
tikoidrezeptoren im plazentaren
Zytosol bindet [10], verwendet.
Dexamethason stellt dartiber hin-
aus kein geeignetes Substrat fiir
den wichtigen Pra-Rezeptor-Fak-
tor 11B3-HSD-2 dar, ein Enzym,
das die lokal aktive GC-Konzen-
tration reguliert, indem es GC zu
inaktiven Produkten umwandelt.

IMIETHODEN

Trophoblast-Zellkultur

Die Trophoblastzellen wurden
durch enzymatische Verdauung
aus dem Gewebeverband heraus-
gelost, mittels Percoll-Dichte-
gradienten-Zentrifugation isoliert
und durch Immunoadsorption
von Nicht-Trophoblastzellen an

Magnet-Beads (Dynabeads M-
280; Dynal, Hamburg, Deutsch-
land), die mit W6/32-Antikorpern
(Serotec, Kidlington, UK) konju-
giert waren, gereinigt [9]. Die
Trophoblastzellen wurden in
Falcon-Kulturflaschen (Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutsch-
land) in einer Dichte von 500
Zellen/mm? ausgesdt und in
DMEM (Gibco, Paisley, UK) das
mit 15 % chemisch definiertem
Kalberserum (HyClone Labora-
tories Inc., Logan, Utah, USA)
und 100 pg/ml Streptomycin
(Gibco), 100 IU/ml Penicillin
(Gibco) sowie 100 pg/ml Ampho-
tericin B (Gibco) erganzt wurde,
kultiviert. Nach 24 h (t = 0) wur-
den die Zellen fiir weitere 24 h in
der Gegenwart oder Abwesenheit
(Kontrollen) von 0,5, 5 and 50
pM Triamcinolon-Acetonid (Volon
A 40; Squibb-von Heiden, Miin-
chen, Deutschland), kultiviert.

Charakterisierung der Zellen

Vor jedem Experiment wurde
durch 0,05 % (v/v) Trypanblau
(JRH Biosciences, Crawley Down,
Sussex, England) Exklusion wah-
rend einer 2-mindtigen Inkubation
die Vitalitdt der Zellen getestet.
Weiters wurden sie durch ihre
Fahigkeit zur Produktion und Se-
kretion von B-humanem Chorion-
Gonadotropin; (OPUSR Sandwich
Immunoassay; Behring Diagno-
stics Inc., Westwood, MA) cha-
rakterisiert. Zusatzlich wurde die
Qualitdt und Reinheit der jeweili-
gen Praparationen von Tropho-
blastzellen an Hand der immun-
histochemischen Expression zell-
spezifischer Oberflachenantigene
und elektronenmikroskopischer
Evaluierung der Morphologie
analysiert.

3 J. FERTIL. REPROD. 5/1999
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Immunhistochemie

Fur elektronenmikroskopische
Untersuchungen wurden kultivier-
te Trophoblastzellen in Methanol
fixiert und mit einem 1:100 ver-
diinnten GLUT1 Antiserum (East
Acres, Southbridge, MA), gefolgt
von einem mit 5 nm Gold-Parti-
keln konjugierten Sekundaranti-
korper (AuroProbeTM; Amersham,
Aylesbury, UK), inkubiert. Die
Zellen wurden mit 2 % (v/v)
Glutaraldehyd (Fluka Chemie,
Buchs, Schweiz) nachfixiert, mit
0,5 % (w/v) Uranylacetat in 1 %
(w/v) Phosphorwolframsdure und
70 % (v/v) Ethanol kontrastiert
und in Resin (TAAB Laboratories
Equipment Ltd., Aldermaston, UK)
eingebettet. Ultradiinnschnitte (50
nm) wurden mit einem Zeiss 902
Elektronenmikroskop bei 50 kV
untersucht.

Fur die Lichtmikroskopie wurden
Aceton-fixierte Kryostat-Schnitte
von humanem Plazentagewebe
(8 pm) mit polyklonalen Antiseren
gegen ein 21-Aminosduren-Peptid
des GLUT1 Karboxy-Terminus
bzw. ein 31-Aminosauren-Peptid
des GLUT3 Karboxy-Terminus
(Dr. S.W. Cushman, NIH, Bethesda,
MD und Hoffmann-La Roche,
Nutley, NJ) jeweils 1:500 in PBS
verdiinnt, inkubiert. Anschlielend
wurden die Schnitte mit einem
Ziege-Anti-Kaninchen 1gG-HRP-
Konjugat (Jackson Immuno-
Research Laboratories, West
Grove, PA; Verdiinnung 1:100)
inkubiert. Die Immunmarkierung
wurde mit 3-Amino-9-Ethylkarba-
zol-Dimethyl-Formamid (Sigma,
Wien, Osterreich; 0,4 mg/ml) vi-
sualisiert. Kontrollschnitte wurden
mit Peptid-praadsorbierten Anti-
seren (10 pg/ml Peptid; Pichem,
Graz, Osterreich) inkubiert.

RNA-Isolierung, Elektrophorese

und Northern Blotting

Die zellulare Gesamt-RNA von
kultivierten humanen Tropho-
blast-Zellen wurde mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Santa
Clarita, CA) isoliert. Menge und
Reinheit der RNA wurde durch
Absorptionsmessung bei 260 und
280 nm bestimmt. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung
in einem 1 % Agarose/2,2 M
Formaldehyd-Gel wurde die RNA
auf Hybond-N* Membranen
(Amersham) transferiert und
anschlielend fiir 2 Stunden bei
80°C fixiert. Die Integritat der
geblotteten RNAs wurde durch
Visualisierung der Ethydium-
bromid gefarbten 28 Sund 18 S
ribosomalen Banden (UV-
Shadowing) bestitigt. Die Mem-
branen wurden mit o [*?P]-dCTP-
markierten GLUTT und GLUT3
cDNA-Sonden hybridisiert. An-
schlieBend wurden die Membra-
nen bei Raumtemperatur in 1 x
SSC mit 0,1 % Natriumdodecyl-
phosphat und bei 55 °C in 0,1 x
SSC mit 0,05 % Natriumdodecyl-
phosphat gewaschen und dann
autoradiographisch ausgewertet.

SDS-PAGE und Western Blotting

Jeweils gleiche Mengen an Tropho-
blastzell-Protein wurden durch
SDS-Polyacrylamidgel-Elektro-
phorese in 150 min bei 600 V /
50 mA /30 W in 8-18 %
Gradientengelen (ExcelGel®,
Pharmacia, Uppsala, Schweden)
mit SDS-Pufferstreifen (ExcelGelR,
Pharmacia) aufgetrennt und mit-
tels semitrockenem Elektroblot-
ting in einem Puffer der 0,2 M
Glycin, 25 mM Tris und 20 % (v/
v) Methanol enthilt, auf Nitrozel-
lulose-Membranen (Pharmacia)
transferiert (45 min bei 30 V/100

ACETONID

mA/6 W). Die Membranen wurden
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
mit Antiseren gegen GLUT1 und
GLUTS3 inkubiert (Verdiinnungen:
GLUT1 1:10,000, GLUT3
1:3000), danach gewaschen und
mit einem Ziege-Anti-Kaninchen
IgG-HRP Konjugat (BioRad,
Hercules, CA) fiir eine weitere
Stunde inkubiert (Verdiinnungen:
1:10,000 [GLUTT1], 1:5000
[GLUT3]). Die Immunmarkierung
wurde mit dem auf Chemolumi-
niszenz basierenden SuperSignal
CL-HRP Substrate System (Pierce,
Rockford, IL) visualisiert.

ERGEBNISSE

Immunhistochemische Lokalisation
von GLUT1 und GLUT3 in der
Plazenta

In den Zotten der reifen menschli-
chen Plazenta wurde die starkste
GLUT1-Immunreaktivitat in der
mikrovillésen Synzytiotropho-
blastmembran detektiert. Auch in
den villosen Zytotrophoblast-
zellen und im Endothel der feta-
len Gefilse konnte GLUT1 lokali-
siert werden. In kultivierten
Trophoblastzellen wurde GLUT1
ultrastrukturell ebenfalls haupt-
sachlich in der mikrovillosen
Membran visualisiert (Abb. 1).
GLUT3 wurde in den fetalen
Endothelzellen der Plazenta
nachgewiesen (Abb. 2), wahrend
die Trophoblastschicht nicht ge-
farbt wurde.

Charakterisierung der kultivierten
Trophoblastzellen der Plazenta

Mittels Trypanblau-AusschlufStest
wurde festgestellt, daf die Vitalitat
der Zellen tber 90 % lag. Das

immunhistochemische Reaktions-

J. FERTIL. REPROD. 5/1999
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muster der mononukledren
Trophoblastzell-Praparationen
zeigte eine etwa 85 % Reaktivitat
mit einem Zytokeratin-Antikorper
unmittelbar nach der Isolierung.
90-95 % reagierten mit diesem
Antikorper nach 48 Stunden in
Kultur. 10 % der frisch praparier-
ten Zellen reagierten mit W6/32,
einem Antikorper gegen HLA,
und dieser Wert war 48 Stunden
spater auf ca. 5 % reduziert. Anti-
CD68, ein Antikorper, der mit
Monozyten und Makrophagen
reagiert, markierte 5 % der Zellen
nach der Isolation, ein Anteil der
nach 48 Stunden noch weiter

zuriick ging. Weniger als 1 % der
Zellen waren mit dem Endothel-
zellmarker Ulex europaeus-Lektin
gefarbt.

Die Zellen hatten eine intakte
Plasmamembran, zeigten eine fir
Trophobastzellen charakteristi-
sche innere Architektur und hat-
ten eine mikrovillose Membran
an einer Seite (Abb. 1). Sie er-
schienen als Zellpopulationen,
die in Kultur Aggregate bilden,
fusionierten aber auch nach 48

Stunden nicht zu vielkernigen
Synzytien. TA-Applikation resul-
tierte in einer deutlichen dosisab-
hangigen Erhéhung von B-hCG,
das wahrend der Kultivierungszeit
von 24-48 Stunden in das Kultur-
medium abgegeben wurde (Abb.
3).

GLUT Expression

Die auf Kontrollwerte (= 100 %)
bezogenen TA-Effekte (p < 0,05,
Mann-Whitney U-Test) sind in

60.000.

Abbildung 1: Immuno-Gold Markierung von GLUT1 in kul-
tivierten Trophoblastzellen der reifen menschlichen Pla-
zenta. Das Protein wird am starksten in der apikalen
mikrovillosen Membran exprimiert. VergroBerung: x

Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis von GLUT3
in Endothelzellen der fetalen GefdBe der reifen mensch-
lichen Plazenta (rote Pfeilspitzen). Schwarze Pfeilspit-
zen: Synzytiotrophoblast.

VergroBerung: x 400.

T

J. FERTIL. REPROD. 5/1999



12

DAS
SYNTHETISCHE
GLUKOKORTIKOID
TRIAMCINOLON-
ACETONID

Tabelle 1 zusammengefalSt.
GLUT1 mRNA- und Protein-Level
waren in kultivierten humanen
Trophoblastzellen der Plazenta
nach TA-Exposition erniedrigt
(Abb. 4 und 5). Dieser suppressive
Effekt war dosisabhdngig (Abb. 6
und 7).

Die Menge von GLUT3 mRNA in
humanen Trophoblastzellen wurde
durch TA nicht beeinfluf8t (Abb. 4
und 6). Im Gegensatz dazu wurde
die GLUT3 Protein-Expression
(Abb. 5) durch TA in einer dosis-
abhangigen Weise dhnlich wie
GLUT1 Protein reduziert, aller-
dings in wesentlich geringerem
AusmalS. Nur die Dosis von 50 pM
TA flihrte zu einem signifikanten
Effekt (p < 0,05, Mann-Whitney
U-Test; Abb. 7).

Abbildung 3: Akkumulierte B-hCG
Werte (Mittelwert mit Gesamtbe-
reich) im Medium von Tropho-
blastzellen nach 24 h (Beginn der
TA Exposition) und 48 h (Ende der
TA Exposition) Kultur in vitro. Dosis-
abhdngige Zunahme der p-hCG
Sekretion in Gegenwart von TA.
*p < 0,05 vs. Kontrolle, Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieBendem
Mann-Whitney U-Test.

Kulturzeit nach Zellisolation
24 h 48 h

350
300 1, - 1)

=100 W

g‘ ]

8 |

£ 60 |

< 40 - f
20 - ’ 5
0 |

Kontrolle Kontrolle 0.5 & 50
TA Konzentration [uM]

DISKUSSION

Eine GC-Behandlung in der
Schwangerschaft verlauft oftmals
nicht ohne ungtinstige Nebenwir-
kungen: So kann das System, das
den plazentaren GefalStonus kon-
trolliert, Veranderungen unterwor-
fen sein [14]. Dartber hinaus
kann hormonelles ,Imprinting”
zu einer anhaltendenden Ampli-
fizierung von Rezeptorantworten
bereits nach nur einmaliger Injek-
tion des entsprechenden Ligan-
den fiihren [15]. Auf diese Weise
konnten GC bestimmte Reakti-
onsmuster pragen, die im Erwach-
senenalter persistieren und zur
nachfolgenden Entwicklung
schwerwiegender Erkrankungen,
wie Hypertension, fihren [16].
Besonders hervorzuheben ist je-
doch das Risiko der Entwicklung
von wachstumsretardierten Feten
nach GC Exposition [11, 16]. Da
der menschliche Fetus nahezu
vollstandig von der durch die Pla-
zenta transportierten mutterlichen

Abbildung 4: Reprasentativer Northern
Blot von GLUTT und GLUT3 mRNA.
Die mRNA Werte wurde auf G3PDH
als internen Standard normalisiert.
1 = Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta (Kontrolle).
2 = Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta, die in Gegen-
wartvon 50 uM TA kultiviert wurden.

B GLUT1
mRNA

GLUT3
mRNA

G3PDH

Glukosemenge abhangig ist, kann
eine inadaquate transplazentare
Glukoseversorgung dessen nor-
male Entwicklung substantiell
gefdhrden.

In der vorliegenden Studie wurden
die hochaffinen Glukosetranspor-
ter-Isoformen GLUT1 und GLUT3
in jenen plazentaren Gewebs-
schichten lokalisiert, die den feta-
len und den miitterlichen Kreis-
lauf gegeneinander abgrenzen
(Endothel bzw. Trophoblast). Auf-
grund ihrer spezifischen Position
spielen beide Zellpopulationen
eine zentrale Rolle im Glukose-
transport durch die villose hamo-
monochoriale menschliche Pla-
zenta. Die immunhistochemischen
Ergebnisse stimmen mit friiheren
Daten zur Verteilung von GLUTT
in der humanen Plazenta tberein
[17, Review siehe 18]. Das Fehlen
eines immunhistochemischen
Signales fir GLUT3 im humanen
Trophoblasten, aber dessen ein-
deutige Identifizierung in diesem
Gewebe mittels Northern und
Western Blotting (Abb. 4 und 5)
konnte darauf hindeuten, dals die
Dichte von GLUT3 im Tropho-
blasten unterhalb der Sensitivitat

Abbildung 5: Reprasentativer Western
Blot des GLUT1 und GLUT3 Proteins.
1 = Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta (Kontrolle).
2 = Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta, die in Ge-
genwart von 50 puM TA kultiviert
wurden.

1 2
55 kDa | GLUT.1
Protein
GLUT3
48 kDa ; Protein

J. FERTIL. REPROD. 5/1999
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der immunhistochemischen Me-
thode liegt. Diese Annahme wird
durch Daten von Jansson et al.
unterstiitzt [19], die ebenfalls im
Immunoblot eine sehr schwache
GLUT3-Bande fiir Synzytiotro-
phoblastmembranen beschrieben,
diesen Befund aber nicht immun-
histochemisch reproduzieren
konnten.

Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta wurden
bereits haufiger fiir Untersuchun-
gen zur hormonellen Regulation
der plazentaren Protein- und
Genexpression genutzt [20]. Die
Zellpraparationen der vorliegen-
den Untersuchung wurden ge-
nauestens charakterisiert. Die
entsprechenden Ergebnisse haben
gezeigt, daf die kultivierten Zellen
lebensfahige und hoch gereinigte
Trophoblastzellen reprasentierten.
Der GC-mediierte Anstieg der

Sekretion von B-hCG, dem domi-
nierenden endokrinen Produkt
des Trophoblasten der Plazenta,
bestatigt frithere Ergenisse [20]
und durfte die transkriptionelle
Aktivierung des B-hCG Genes
durch GC reflektieren. Eine GC-
induzierte Stimulierung der Diffe-
renzierung der kultivierten Zellen
ist nicht wahrscheinlich, da unter
den fir diese Untersuchung herr-
schenden in vitro Bedingungen
keine Fusion der Trophoblasten
zu Synzytien erfolgte.

Miitterliche GC zirkulieren im
Blutkreislauf in finf bis zehn Mal
hoheren Konzentrationen als im
fetalen Kompartiment [16], und
der Fetus ist bis relativ spat in der
Schwangerschaft nicht in der Lage,
eigene GC zu synthetisieren [21].
Die physiologische Kortisolkon-
zentration im mitterlichen Plasma
liegt wahrend der Schwangerschaft

Abbildung 6: Signifikante dosisab-
hangige Reduzierung der GLUTT,
aber nicht der GLUT3 mRNA-Level
(Mittelwert mit Gesamtbereich) in
Trophoblastzellen der reifen
menschlichen Plazenta, die fir 24
h in Gegenwart von TA kultiviert
wurden. * p < 0,05 vs. Kontrolle,
Friedmann ANOVA mit anschlie-
Bendem Wilcoxon signed rank Test.

Abbildung 7: Signifikante dosis-
abhéngige Reduzierung der GLUTT
und GLUT3 Proteinlevel (Mittelwert
mit Gesamtbereich) in Trophoblast-
zellen der reifen menschlichen Pla-
zenta, die fir 24 hin Gegenwart von
TA kultiviert wurden. * p < 0,05
vs. Kontrolle, Friedmann ANOVA
mit anschlieBendem Wilcoxon
signed rank Test.

ACETONID

im Bereich von 1 pM [22]. Die
hochste TA-Dosis, die in der vor-
liegenden Studie den Trophoblast-
Zellkulturen verabreicht wurde,
entspricht der im Blut resultierenden
TA-Konzentration nach i.v. Injek-
tion einer vom Hersteller empfoh-
lenen therapeutischen Dosis.

Sowohl die Expression von
GLUTT1 als auch GLUT3 Tran-
skripte und Proteine wurden in
isolierten menschlichen Tropho-
blastzellen durch GC signifikant
reduziert, was auf eine Regulie-
rung auf der Transkriptionsebene
schlieBen 1aRt. Ein GC-Effekt auf
die GLUT3 Expression wird hier
generell zum ersten Mal doku-
mentiert. In den wenigen Unter-
suchungen, die sich mit dem Ein-
flull von GC auf die Expression
von GLUT1 beschdftigen, wurde
eine Erniedrigung von mRNA und
Protein auch in 3T3-F442A Fett-
zellen und in Adipozyten der Rat-
te gefunden [23, 24], in denen
GLUT1T mit GLUT4 ko-exprimiert
wird. Ein weiterer indirekter Hin-
weis darauf, dal® die GC-induzier-
te Hemmung des Glukosetrans-
portes auf eine verminderte Ex-
pression von GLUT-Proteinen
zuriickzufiihren sein konnte, er-

Tabelle 1: GLUT1 und GLUT3-Expres-
sion (bezogen auf Kontrollwerte =
100 %) in Trophoblastzellen der

g0, T o omam o) mou reifen menschlichen Plazenta, die
5 & | 5 Sours fir 24 h in Gegenwart von 50 uM
g 704 | |3 TAkultiviert wurde. Die Daten (Mit-
£ 60| g telwert = SD) wurden statistisch
2 5 2 mit dem Wilcoxon signed rank Test
é 40 - {3;’ T gepruft, * p < 0,05 vs. Kontrolle.
E 30 1 g % von Kontrolle
5 0. 5 | (=100 %)
10 1 11 GLUT1 mRNA 28 + 3,2*
0 Protein 57 + 6,0*
Kontr.0.5 5 50 Kontr.0.5 5 50 Kontr. 0.5 5 50 Kontr. 0.5 5 50 GLUT3 mRNA 86 + 7,4*
TA Konzentration [uM] TA Konzentration [uM] Protein 63 + 5,8%
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gibt sich aus kinetischen Studien
in nicht-plazentaren Geweben, in
denen V,_  des Glukosetransfers
durch GC EinfluB reduziert wurde,
wahrend K, konstant blieb [25,
26]. Die theoretische Moglichkeit
einer GC-induzierten Konforma-
tionsanderung von GLUT mit
resultierender reduzierter Affinitat
ist daher eher unwahrscheinlich.
TA verandert aullerdem auch
nicht die Integritat der Zellmem-
branen [26], was eine verinderte
Glukosetransportrate, unabhangig
von der Gesamtmenge der in der
Membran exprimierten GLUTs,
zur Folge haben konnte [27, 28].
Wir kdnnen jedoch andere
GC-mediierte Mechanismen als
potentielle Suppressoren des
plazentaren Glukosetransportes,
wie z. B. subzelluladre Translokali-
sation der Transporter, oder die
Induktion von spezifischen Protei-
nen, die entweder die Anzahl der
funktionellen Transporter oder
deren Aktivitat herabsetzen [25],
nicht ausschliefen.

Zusammenfassend schluftfolgern
wir aus den vorgelegten Daten,
dal das synthetische GC Triam-
cinolon einen potenten Regulator
der GLUT1 und GLUT3 Expressi-
on in der menschlichen Plazenta
darstellt. Vor diesem Hintergrund
ist es verlockend zu spekulieren,
dall eine GC-induzierte Beein-
trachtigung des plazentaren
Glukosetransportsystems zu einer
Retardierung des fetalen und pla-
zentaren Wachstums beitragen
durfte, welche nach GC-Behand-
lung beobachtet wurde. Hier wiir-
de ein pathogener Mechanismus
vorliegen, der sich von jenem, der
zu intrauteriner Wachstumsretar-
dierung (IUGR) ohne GC-Expo-
sition fihrt und bei der GLUT1
am Trophoblasten nicht verandert
ist [19], unterscheidet.
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