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STIMULIERUNG DER HCG PROTEIN-
UND MRNA-EXPRESSION IN
ISOLIERTEN TROPHOBILASTZELLEN

Summary

The immunosuppressive protein
glycodelin A is secreted by decidual
tissue in high rates (max. 232 mg/l)
in the first trimester of pregnancy.
Glycodelin A forms about 10 % of
the total protein amount released by
the decidua in the first trimester of
pregnancy. The purpose of this study
was to investigate the effect of
glycodelin A on human chorionic
gonadotropin (hCG) protein and
mRNA-release by cytotrophoblasts
in vitro. Cytotrophoblast cells were
isolated from human term placenta
by fragmentation of villous tissue.
Trophoblast cells fuse in vitro to
syncytiotrophoblast cells. Cytotro-

/USAMMENFASSUNG

Das immunsuppressive Plazenta-
protein Glycodelin A wird in hohen
Konzentrationen (bis zu 232 mg/l) im
ersten Trimester der Schwangerschaft
vom sekretorischen Endometrium und
der Dezidua sezerniert. Der Anteil
von Glycodelin A an der durch die
Dezidua freigesetzten Proteinmenge
betragt in dieser Zeit 10%. In der
vorliegenden Studie beschreiben wir
die Wirkung von Glycodelin A auf
die hCG-Freisetzung von Trophoblast-
zellen in vitro. Die Isolierung von
Cytotrophoblastzellen erfolgte aus
zum Termin geborener Plazenta
durch Fragmentierung einzelner
Kotyledonen. Cytotrophoblastzellen
fusionieren in vitro zu Syncytiotropho-
blastzellen. Cytotrophoblastzellen
wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Glycodelin A
inkubiert. Die Produktion von hCG-
mRNA und des Proteins wurde je-
weils in 8 h-Abstanden beim Protein
und in 30 min.-Abstanden bei der
RNA gemessen. Mit Glycodelin A
versetzte Trophoblastzellen weisen in
vitro eine signifikant erhohte hCG-
mRNA und Protein-Freisetzung im
Vergleich zu unbehandelten Zellen

phoblast cells were incubated in
varying concentrations of glycode-
lin A. The production of hCG was
measured in 8 hour intervals for the
protein and 30 min. intervals for the
MRNA. The production of hCG-
MRNA and -protein is increased in
glycodelin A-treated cell cultures as
compared to untreated trophoblast
cell cultures. HCG is a marker for
the differentiation process of cyto-
trophoblast cells. The results suggest
that glycodelin A secreted by the
decidualized endometrium modula-
tes the differentation of cytotropho-
blasts in culture by an increased
production of hCG.

auf. HCG ist ein ,Markerprotein” fir
den Differenzierungsprozefd von
Cytotrophoblastzellen. Das miitter-
liche Protein Glycodelin A scheint
fetale Cytotrophoblastzellen durch
die erhohte hCG-Freisetzung in der
Differenzierung zu stimulieren.

EINLEITUNG

Kommt die Eizelle mit der Uterus-
schleimhaut in Kontakt, ist die Tatsa-
che interessant, dal’ das miitterliche
Endometrium gegentber der befruch-
teten Eizelle eine immunologische
Toleranz zeigt. Wachstumsfaktoren
scheinen dabei eine Rolle zu spielen,
wie auch bestimmte immunsuppres-
sive Glykoproteine in der Plazenta.
Zu ihnen gehort das Protein Glyco-
delin A. Es wird im Endometrium
gebildet. Hochstwerte werden zwi-
schen der 6. und 12. Schwanger-
schaftswoche gemessen [1]. Glyco-
delin A inhibiert die Aktivitat von
NK-Zellen (Natural Killer Cells) [2].
Im Hinblick auf den rapiden Anstieg
der Glycodelin A-Konzentration im
ersten Trimester der Schwangerschaft
|aBt dies auf eine wichtige Rolle
beim Schutz des Embryos vor der
AbstoRung durch das miitterliche

Immunsystem innerhalb der lokalen
Immunabwehr schliefen. Der Tropho-
blast synthetisiert eine Reihe von
immunsuppressiven Substanzen,
dazu gehoren das Schwangerschafts-
protein 1 (SP 1), das schwanger-
schaftsassoziierte Plasmaprotein A,
humanes Plazentalaktogen (hPL),
humanes Choriogonadotropin (hCG)
und Progesteron. Allerdings sind
diese Substanzen in vitro nur in sehr
hohen Konzentrationen immunsup-
pressiv [3]. Dem Glycodelin A wur-
den im fetomaternalen Grenzbereich
bisher Transport- und immunmodula-
torische Funktionen zugeschrieben
[4-7]. Wie Untersuchungen von
Boime [8] zeigten, ist die Rate der
hCG-Produktion vom Differenzie-
rungsgrad der Trophoblastzellen
abhingig. Die Expression von hCG-
RNA ist in undifferenzierten Cytotro-
phoblastzellen nicht mefBbar. Wandern
diese Zellen an die Trophoblastober-
flache, bilden sich mehrkernige Inter-
mediate, welche die Hauptsynthese-
leistung an hCG tbernehmen. Die
Intermediate fusionieren dann weiter
zum Syncytium und die hCG-Freiset-
zung geht zuriick. Bisherige Arbeiten
zur biologischen Funktion von Glyco-
delin A [2, 5, 7] ergaben, daf dieses
Protein immunsuppressiv wirkt. Der
Anteil von Glycodelin A an der Ge-
samtproteinmenge des Endometriums
betragt im ersten Trimester der
Schwangerschaft bis zu 10 %. Verof-
fentlichungen zum Verlauf der Glyco-
delin A-Serumkonzentrationen wah-
rend der Schwangerschaft [1] zeigten
schon sehr frih, da Glycodelin A
und hCG-Serum-Verlaufskurven weit-
gehend parallel verlaufen.

Da sich Untersuchungen der Wirkung
von Proteinen wie Glycodelin A an
Plazenten in vivo als sehr schwierig
gestalten, vor allem aufgrund ethi-
scher Aspekte, kommt den in vitro-
Modellen eine elementare Bedeu-
tung zu. Die Trophoblastzellkultur
hat sich als das brauchbarste Modell
zur Erforschung der Stoffwechselvor-
gdnge in der Plazenta herausgestellt.
Die Trophoblastzellen unterziehen
sich in der Zellkultur genauso einem
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Differenzierungsprozels wie in vivo.
In den ersten Stunden nach der Rei-
nigung findet man nur mononukledre
Zellen im Kulturmedium vor, die sich
in Zweier- oder Dreiergruppen zusam-
menlagern. Nach 24 Stunden erkennt
man schon zahlreiche Aggregate und
noch vereinzelte mononukledre
Zellen. In einigen Aggregaten lassen
sich noch Zellmembranen und
mehrere Zellkerne ausmachen,
andere wiederum zeigen zentral
gelegene Zellkerne und aufgehobene
Zellgrenzen. Nach 72 Stunden ver-
groRern sich die syncytialen Gruppen
[13]. Kliman et al. [13] konnten in
Zeitlupenaufnahmen die Formation
singularer Cytotrophoblastzellen
Uber multizelluldre Aggregate zu
Syncytiotrophoblasten beobachten.
Die Freisetzung von hCG ins Kultur-
medium dient hierbei als Marker fur
die Annahme, dal} sich Trophoblast-
zellen im Medium befinden.

Innerhalb der vorliegenden Studie
wird die Wirkung von Glycodelin A
auf die hCG mRNA- und Protein-
Produktion von isolierten Tropho-
blastzellen in vitro beschrieben.

IVIATERIAL UND METHODEN

Isolierung und Reinigung von
Glycodelin A

Bohn et al. [9] isolierten Glycodelin
A aus der reifen Plazenta, das sich
als immunchemisch identisch mit
dem von Petrunin et al. [10] charak-
terisierten Chorion a,-Mikroglobulin
(CAG-2) und dem von Tatarinov et
al. [11] isolierten Plazenta a,-Mikro-
globulin (PAMG-2) erwies. Die Isola-
tion von Glycodelin A erfolgte in
unserem Fall aus dem Fruchtwasser
nach einer Vorschrift von Riitinen et
al. [12] mit einigen Veranderungen.
Dazu wurden 500 ml gepoolte
Fruchtwasserproben aus dem mittle-
ren Schwangerschaftstrimester gegen
50 mmol/I NH,HCO,-Puffer, pH 8,3
dialysiert. Die Losung wurde dann
an einer DEAE-Sepharose CL-6B-
Saule mit Hilfe eines linearen Gradi-

enten (50-500 mmol/l NH,HCO,)
fraktioniert. Die Glycodelin A-haltigen
Fraktionen wurden gepoolt und an
einer Superdex 75 Sdule (1,6 x 60 cm;
Pharmacia, Uppsala, Schweden), mit
einem 100 mmol/l NH,HCO, Puffer
gereinigt. Glycodelin A-haltige Frak-
tionen wurden vereinigt und an einer
Resource Q Anionenaustauschsdule
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) mit
Hilfe eines linearen NaCl-Gradienten
(0-1 mol/l) fraktioniert. Glycodelin A
wurde dann an einer Oktyl-Sepharose
Cl-4B-Saule (Pharmacia) weiter
gereinigt. Die Probenapplikation
erfolgte mit einem 10 mmol/l Natrium-
phosphatpuffer, pH 8,0. Die Sdule
wurde dann mit einer Mischung von
25% lIsopropanol in 10 mmol/l Na-
triumphosphat, pH 8,0, gewaschen.
Glycodelin A wurde mit einer
Mischung von 40 % lsopropanol in
10 mmol/l Natriumphosphat eluiert.
Die finale Reinigung wurde mit Hilfe
der hydrophoben Interaktions-
Chromatographie an Resource-Phe
(Pharmacia) vollzogen. Glycodelin A
wurde an einem linearen Gradienten
von 0-50% Isopropanol in 10 mmol/|
Natriumphosphat gereinigt. Das so
erhaltene Glycodelin A erscheint als
eine Bande in der Gelelektrophorese.

Herkunft des Plazentagewebes

Das Versuchsmaterial stammte aus
der Universitatsfrauenklinik Rostock.
Es handelte sich dabei um Plazenten
aus dem dritten Trimenon der Schwan-
gerschaft, die durch einen termin-
gerechten Spontanpartus oder eine
primdre Sectio caesarea beendet
wurde. AusschluBkriterien waren
Unvollstandigkeit der Nachgeburt,
sowie Plazentapathologien (Plazen-
tainfarkte, Tumoren der Plazenta,
Plazentainsuffizienz, Formanomalien
u.a. Regelwidrigkeiten). Die Plazenta
wurde in ein steriles Gefall gegeben,
das mit 0,9 %iger NaCl-Losung
geflllt war. Die Zugabe von 10 ml
Heparin (25.000 IE Heparin, Ratio-
pharm, Ulm, Deutschland) und Anti-
biotika [100 ml Clont, 100 ml Baypen
(Bayer, Leverkusen, Deutschland);

10 ml Amphotericin (Biochrom, KG,

Berlin, Deutschland)] sorgte fiir die
notige Keimreduzierung und Anti-
koagulation.

Isolierung und Reinigung der
Trophoblastzellen

Die Bearbeitung des Plazentamaterials
multe unter sterilen Bedingungen
erfolgen, damit die Kontamination
mit Keimen gering gehalten werden
konnte. Die Gewebepréparation
erfolgte unter einer Vertikalstrom-
bank.

Zunéchst wurde die V. umbilicalis
fixiert. Mit einer Knopfkantle wurde
diese sondiert und mit 0,9 %iger
NaCl-Losung durchgespdlt. Die
Kochsalzlosung war mit Heparin
versehen (auf 1 | NaCl-Lsg. wurden
10 ml Heparin (25.000 IE Heparin,
Ratiopharm) hinzugefiigt), um die
Gerinnung des Blutes so weit wie
moglich zu verhindern. Dieser Vor-
gang multe mehrmals wiederholt
werden, um moglichst grofle Mengen
an Blut herauszuspdlen.

Die Eihdute wurden mit der Chorion-
platte entfernt. Auf der gegentiberlie-
genden Seite lieB sich die graulich
schimmernde Dezidua vorsichtig
ablosen. Die Plazenta wurde nun in
einzelne Kotyledonen geteilt und bis
zur weiteren Verarbeitung in steriler
NaCl-Losung aufbewabhrt. In der
Feinpraparation wurden die Kotyle-
donen von Bindegewebe und Blut-
gefalBen befreit und das verbliebene
Trophoblastzellgewebe in einem
Zentrifugenrohrchen gesammelt. Fir
die Trypsinverdauung wurden 50 ml
Gewebe eingesetzt. Mit Hilfe von
Trypsin (Sigma-Aldrich Chemie, Dei-
senhofen, Deutschland) und DNAse |
(Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) wurden in drei Verdau-
ungsschritten einzelne Trophoblast-
zellen aus dem Gewebe gelost. Die
gewonnenen Zellen wurden einer
Percoll-Gradienten-Zentrifugation
unterworfen [13]. Cytotrophoblast-
zellen wurden abgetrennt und in
Kultur gegeben (Medium: DMEM +
10 % fetales Kilberserum, FCS).
Erstmalig nach 12 h und dann in



Abstdanden von 8 h wurden 700 pl
Kulturiiberstand abgenommen und
gesammelt. Danach ist die gleiche
Menge an Medium DMEM + 10%
FCS zur Kultur gegeben worden.

Glycodelin A-Applikation

Zur Untersuchung der Wirkung von
Glycodelin A auf Trophoblastzellen
wurde das gereinigte Protein in
Konzentrationen von 60, 150 und
300 pg/ml zu jeweils 1 x 10%/ml
Cytotrophoblastzellen gegeben. Das
Gesamtvolumen der Losung betrug
6 ml. Vergleichskulturen mit der
gleichen Konzentration von Cyto-
trophoblastzellen wurden als
Kontrollgruppe mitgefiihrt. Die hCG-
Konzentration wurde zu Beginn der
Kultivierung im Zellkulturmedium
bestimmt. Anschliefend wurde erst-
mals nach 12 Stunden und dann alle
8 Stunden bis zu insgesamt 92 h 700
pl Losung von den Kulturen abge-
zogen und bei —20°C gelagert. Es
wurden danach wiederum 700 pl
Medium + 10% FCS zu den Kulturen
hinzugegeben. Fir die Bestimmung
der hCG-mRNA Produktion wurden
die Proben in 30minttlichen Abstéan-
den bei Kultivierungszeiten bis zu
180 min. aufgearbeitet.

Absolute Quantifikation der BhCG-
mRNA-Produktion

Die Methodik der mRNA-Analyse
wurde bereits ausfuhrlich kirzlich
publiziert [15]. Die Gesamt-RNA-
Extraktion aus den kultivierten Tro-
phoblastzellen erfolgte nach dem
TRIzol® LS Reagent-Protokoll (Life
Technologies GibcoBRL, Grand
Island, NY). Die gewonnene RNA
wurde UV-spektrophotometrisch
gemessen und auf Expression eines
housekeeping-Gens (GAPDH) mittels
konventioneller RT-PCR Utberpriift.

Die absolute Quantifizierung der
BhCG-mRNA-Expression erfolgte
mittels Echt-Zeit-RT-PCR im ABI
PRISM 7700 SDS-Gerét (PE Corpora-
tion, Foster City, CA). Bei der Tag-
Man™-Technologie wird neben den

Gblichen Komponenten noch eine
sequenzspezifische Sonde zum PCR-
Ansatz hinzugegeben, die mit zwei
Fluoreszenzfarbstoffen markiert ist.
Mit jedem Zyklus werden so viele
Sondenmolekiile durch die 5’-3'-
Exonukleaseaktivitdt der Tag-DNA-
Polymerase verdaut und Emissionen
freigesetzt, wie Amplifikat gebildet
wird. Die Verdnderung der Fluores-
zenzen der verschiedenen Farbstoffe
wird im geschlossenen Reaktionsge-
fal Zyklus fur Zyklus erfalst. Am
Ende der PCR ist das Verhdltnis der
gemessenen Emission beider Farb-
stoffe dem gebildeten PCR-Produkt
direkt proportional. Mit Hilfe eines
externen RNA-Standards lassen sich
dann die BhCG-Kopienzahlen exakt
bestimmen.

Die Nukleotidsequenzen fiir Primer
und TagMan-Sonde wurden bereits
publiziert [16]. Die Primer wurden
so ausgewdhlt, dall nur die mMRNA
der kodierenden BhCG-Gene 5, 8, 3
und 7 amplifiziert wurde. Eine Am-
plifikation der Pseudogene BhCG 1
und 2 sowie von LHB-mRNA wurde
ausgeschlossen. Die RT-PCR wurde
mit dem TagMan EZ RT-PCR Kit (PE
Corporation) im 25 pl Ansatz durch-
geflihrt. Die Reaktionsbedingungen
waren: 50°C tber 2 Min., 60°C uber
30 Min., 95°C Uber 5 Min sowie 45
Zyklen mit 94°C tber 20 Sek. und
60°C tiber 1 Min.

Bestimmung der hCG-Protein-
produktion

HCG wurde mit einem immunenzymo-
metrischen Essay mit einem spezifi-
schen monoklonalen Antikorper
gegen die B-Untereinheit sowie mit
einem monoklonalen fluoreszein-
markierten Anti-hCG-Antikorper und
magnetischer Trenntechnik tber eine
Festphase am Laborautomaten SR
(BioChem ImmunoSystems GmbH,
Freiburg, Deutschland) bestimmt.
Sensitivitdt und Intra-Essay-Varianz
betrugen: hCG Immunoenzymetri-
scher Essay (IEMA) (11U/I, bezogen
auf 1 IRP 75/537, und 6,4 % bei 11,1
U/l und 4,2 % bei 104 [U/1).

ERGEBNISSE

Reinigung von Glycodelin A

Die Reinigung von Glycodelin A
nach der Vorschrift von Riitinen et al.
[14] mit Hilfe eines finalen HPLC-
Reinigungsschrittes fiihrt zu einem
elektrophoretisch sauberen Produkt
(SDS-PAGE). Glycodelin A, welches
nach dieser Vorschrift mit den Lose-
mittelkomponenten Acetonitril/ Tri-
fluoressigsdure gereinigt wurde, zeigte
jedoch keinen Effekt an kultivierten
Trophoblastzellen bei der Stimulie-
rung der Sekretion von Syncytiotro-
phoblast-Markern wie hCG, hPL oder
Progesteron. Deshalb wurde die
Préparation von Glycodelin A aus dem
Fruchtwasser von uns modifiziert.
Nach dem hydrophoben Interaktions-
chromatograpieschritt an Oktyl-
Sepharose wurde Glycodelin A an
einer Resource-Phe Saule mit einem
Isopropanol/ Phosphatpuffergemisch
als Losemittel gereinigt. Als Ergebnis
der beschriebenen Reinigungsproze-
dur zeigt die Gelelektrophorese des
von uns gereinigten Proteins eine
Bande bei 28kD. Eine einzelne
N-terminale Aminosduresequenz mit
M D I P Q fir die ersten 5 Aminosau-
ren wurde gefunden. Diese Sequenz
wie auch das Molekulargewicht des
von uns erhaltenen Proteins sind
identisch mit der fuir Glycodelin A in
[14] beschriebenen N-terminalen
Sequenz und dem Molekulargewicht.

Identifizierung der Trophoblastzellen

Die Identifizierung der Trophoblast-
zellen erfolgte mittels einer immun-
histochemischen Methode. Als spezi-
fische Marker fiir Trophoblastzellen
kamen Zytokeratin-Antikorper zum
Einsatz [17]. Zundchst wurde von
der Zellsuspension, die gereinigte
Trophoblastzellen enthielt, ein Zyto-
spin erstellt. Die Zellkonzentration
wurde auf 1 Mio./ml eingestellt.
Anschliefend wurde die Flussigkeit
mittels Zentrifugation abgepreft.

Die auf der Deckplatte verbliebenen
Zellen wurden in 3,7 %igem phosphat-



gepuffertem Formalin und eiskaltem
Methanol fixiert. Fiir die Inkubation
mit dem Primédrantikorper wurden
Zytokeratin-AK (Maus-AK AET1/AE3,
Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA) verwendet. Als Sekundaranti-
korper diente der Elite ABC-Kit mit
HRP-markierten Kaninchen-Anti-
Maus-Antikorpern (Vectastain Vector
Laboratories, Borlingame, USA). Die
Zugabe von Diaminobenzidin (DAB)
ermoglichte die Visualisierung des
Zytospins (Abbildung 1).

Neben dem immunhistochemischen
Nachweis der Trophoblastzellen
konnte die Spezifitat der Zellen auch
durch ihre sekretorische Leistung
gezeigt werden. Die Zellen produzier-
ten hCG und Progesteron. Dies wurde
am SR1-Laborautomaten verifiziert.

Stimulierung der hCG-Protein-
produktion

Bei der Inkulturnahme von Cyto-
trophoblastzellen wurden einmalig
jeweils 60, 150 und 300 pg/ml Gly-
codelin A zu 1 x 10%ml Zellen gege-
ben. Die zur Trophoblastkultur gege-
bene Glycodelin A-Menge orientiert
sich dabei an der im Amnion fir
Glycodelin A gemessenen Konzen-
tration [1]. Bei jeder Inkulturnahme
von Trophoblastzellen wurden unbe-

Abbildung 1: Positive immunhisto-
chemische Reaktion gegen Zyto-
keratin (AE1/AE3) in isolierten Tropho-
blastzellen; visualisiert als brauner
Farbkomplex (DAB-Férbung)

A58 gde
> t., \.‘ -‘h'
- % .I‘ ~+
dq .
o & 7::',

handelte Vergleichskulturen als Kon-
trolle mitgeftihrt. Es sind insgesamt
8 Vergleichskulturen und jeweils 4
Kulturen mit 60, 150 und 300 pg/ml
Glycodelin A untersucht worden.
Die Mittelwerte der gemessenen
hCG-Konzentrationen in den Kultur-
Giberstanden zeigten, das mit der
einmaligen Zugabe von 150 und 300
pg/ml Glycodelin A zur Trophoblast-
kultur die hCG-Produktion der Syn-
cytiotrophoblastzellen erhoht wird.
Die erhohte hCG-Produktion der
Glycodelin A-Trophoblastzellen un-
terscheidet sich signifikant von der
unbehandelter Zellen (Abbildung 2).

Stimulierung der
hCG-mRNA-Produktion

Ein Anstieg der BhCG mRNA-Expres-
sion um das 1,7-fache wurde bei
Zugabe von 150 pg/ml Glycodelin A
zu isolierten Trophoblastzellen mit
dem TagMan™ Essay gemessen. Bei
der unbehandelten Kontrollzellkultur
aus der gleichen Plazenta wurde kein
Anstieg der BhCG-mRNA gemessen
(Abbildung 3). Der Anstieg der BHCG
mRNA ist zeitabhdngig. 60 min nach
der Glycodelin A-Zugabe war ein

Anstieg der BhCG mRNA-Expression
zu messen. Die gemessenen Unter-
schiede erreichten jedoch keine stati-
stische Signifikanz (T-Test fiir gepaarte
Beobachtungen; P = 0,094).

DISKUSSION

Der unmittelbare Kontakt zwischen
dem Fetus und der Mutter vollzieht
sich am Syncytiotrophoblasten.
Dieser entwickelt sich durch Differen-
zierung mononukledrer Cytotropho-
blasten zu multinuklearen Syncytio-
trophoblasten. Der Vorgang der
Differenzierung ist in der Zellkultur
durch die Erfassung des vom Syncytio-
trophoblasten produzierten hCG
nachweisbar. Wie Untersuchungen
von Boime [8] zeigten, ist die Rate
der hCG-Produktion vom Differen-
zierungsgrad der Trophoblastzellen
abhédngig. Die Expression von hCG-
RNA ist in undifferenzierten Cytotro-
phoblastzellen nicht meRbar. Wandern
diese Zellen an die Trophoblastober-
flache, bilden sich mehrkernige
Intermediate, welche die Hauptsyn-
theseleistung an hCG tGbernehmen.

Abbildung 2: Effekt von Glycodelin A auf

sind nicht signifikant (p > 0,05).

8

die hCG-Produktion von Trophoblastzellen

in vitro. Daten (Mittelwert = SD) reprdsentieren die hCG-Konzentrationen in den
Kulturmedientberstdnden (n = 4 fiir alle Werte). P < 0,004 (150 ug/ml Glycodelin
A) und p < 0,004 (300 ug/ml Glycodelin A) ze igen signifikante Unterschiede
zwischen Kontrollen und stimulierten Kulturen. Die Unterschiede in der hCG-Produk-
tion der Kontrollen und Zellen, die mit 60 ug/ml Glycodelin A stimuliert wurden,
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Die Intermediate fusionieren dann
weiter zum Syncytium und die hCG-
Freisetzung geht zurtick. Die von uns
isolierten Cytotrophoblastzellen
waren einkernig, jedoch schon nach
8 h Kultivierung bilden sich mehrker-
nige Intermediate. Diese Zellen bilden
dann in der Kultur grolRere Aggregate
und schlielflich das Syncytium. Der
Konzentrationsverlauf des von der
Kultur freigesetzten hCG entspricht
den oben beschriebenen Beobach-
tungen. Die Menge an freigesetztem
hCG erhoht sich in der Kultur und
erreicht ein Maximum nach etwa
28-36 h. Nach etwa 60 h fillt die
hCG-Konzentration ab. Dieser Verlauf
wird durch die abgeschlossene
Syncytiumbildung nach etwa 72 h in
vitro erklart und entspricht ebenfalls
den von Kliman et al. [13] beschrie-
benen Beobachtungen.

Abbildung 2 zeigt, dal’ eine einmalige
Zugabe von 150 und 300 pg/ml
Glycodelin A zu den isolierten
Cytotrophoblasten eine signifikante
Stimulierung der hCG-Produktion in
vitro bewirkt. Unsere vorhergehen-
den Untersuchungen [18] konnten
aulerdem zeigen, dall Glycodelin A
auch die Progesteronfreisetzung in
Trophoblastzellen stimuliert. Bisherige
Arbeiten zur biologischen Funktion
von Glycodelin A [3, 10, 19] ergaben,

daf dieses Protein immunsuppressiv
wirkt. Der Anteil von Glycodelin A
an der Gesamtproteinmenge des
Endometriums betragt im ersten
Trimester der Schwangerschaft bis zu
10%. Verdffentlichungen zum Ver-
lauf der Glycodelin A-Serumkonzen-
trationen wahrend der Schwanger-
schaft [1] zeigten schon sehr friih,
daf die Glycodelin A und hCG-Ver-
laufskurven weitgehend parallel
verlaufen. In den hier beschriebenen
Stimulierungsversuchen mit Glyco-
delin A an Trophoblastzellen in vitro
konnten wir zeigen, daf maternales
Glykodelin A fetale Cytotrophoblast-
zellen in der Differenzierung zu sti-
mulieren vermag, wobei eine erhohte
hCG-Freisetzung melbar ist. Kontroll-
versuche mit anderen Proteinfraktio-
nen, die aus Fruchtwasser isoliert
wurden, ergaben, daB diese keine
hCG-Freisetzung an Trophoblastzel-
len stimulieren. Konkret wurde die
Amniontransferrinfraktion in Konzen-
trationen von 50-300 pg/ml an der
Trophoblastzellkultur getestet. Es
ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede der hCG-Freisetzung
bei transferrinhaltigen und -freien
Trophoblastzellkulturen.

Die Ergebnisse zur Stimulierung der
hCG-Produktion mit Glycodelin A
wurden auf der Ebene der hCG-

Abbildung 3: Effekt von Glycodelin A auf die BhCG-mRNA Produktion von Trophoblastzellen
invitro (n = 3 fir alle Werte). 60 min. nach Inkubation mit Glycodelin A zeigt sich
ein Anstieg in der BhCG-mRNA Produktion im Vergleich mit den unbehandelten
Kontrollen. Die absolute mRNA-Quantifizierung wurde mit Hilfe eines parallellau-
fenden externen Standards durchgefiihrt. Diese Messungen erfolgten als Duplikate.
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mRNA-Expression bestatigt. Der Effekt
von Glycodelin A bei der hCG-Regu-
lation erwies sich als zeitabhdngig.
Wir haben eine kurze Erhéhung der
BhCG mRNA-Kopienanzahl 60 min
nach Glycodelin A-Zugabe gemessen,
die dann zu einer erhohten hCG-
Proteinproduktion fihrt.

Zusammenfassend konnten wir
zeigen, daf8 Glycodelin A aus dem
maternalen Anteil der Plazenta fur
die Regulation der hCG-Produktion
im Trophoblasten, dem fetalen Anteil
der Plazenta, mit verantwortlich ist.
Diese Beobachtungen wurden auf
mRNA- und Protein-Ebene evaluiert.
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