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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Entstehung eines intakten Corpus luteum isefiie erfolgreiche Schwangerschaft und
damit fur die weibliche Reproduktion essentiell.ridaingebunden sind die Angiogenese
von Endothelzellen sowie die Migration und Progestsynthese von
Granulosaluteinzellen. Diese Prozesse werden v@othglamo-hypophysar sekretierten
Gonadotropinen und lokalen, ovariellen Faktoremlied.

Follikulares HDL (FHDL), 1985 als einzige Lipoprotklasse in préaovulatorischer
Follikelflissigkeit beschrieben, wurde in der vedenden Arbeit durch Untersuchungen
zur Proliferation und Tubulusformation am Modell wvdHUVEC Zellen als neues
ovarielles Angiogen identifiziert und charakterisie Das FHDL-assoziierte
Lysosphingolipid Sphingosin 1-Phosphat ist wesentkn den angiogenen Effekten von
FHDL beteiligt und wurde im Rahmen dieser Arbesterals in Follikelflissigkeit und
FHDL nachgewiesen. FHDL und Sphingosin 1-Phosptiaiugeren die Proliferation und
Tubulusformation von HUVEC Zellen in den Konzentaen, die in Follikelflissigkeit
gemessen wurden und induzieren die PI3-Kinase-gigpeim Signalwege AKT-
Kinase/ERK/PKC, die im Zusammenhang mit plasmaéscth HDL eingehend

dokumentiert sind.

FHDL und Sphingosin 1-Phosphat stimulieren die Mliign von primaren, humanen
Granulosalutein- und HGL5-Zellen Uber den S1P-Remep. Die Signaltransduktions-
wege der FHDL- und S1P-induzierten Migration konntgcht eindeutig geklart werden.
Inhibitorstudien weisen jedoch auf eine AKT-KindsleK-unabhangige Beteiligung der
Rho-GTPasen RAC und CDC42 hin. AbschlieBende Uitbsngen zur

Progesteronsynthese bestatigten die Bedeutung WDLFHUr die Funktionalitat des

Corpus luteum. FHDL stimuliert zeit- und dosisalbigndie Progesteronsynthese von
primaren Granulosalutein- und HGL5-Zellen. Dieséfiei& ist vermutlich unabhangig von

der selektiven, SRB-I-vermittelten Aufnahme von (elsterolestern.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind fir désstandnis der Regulation der
humanen Lutealfunktion von Bedeutung, ertffnen npagentielle Therapieanséatze zur
Behandlung der weiblichen Infertilitat und kdnnemr ¥/’erbesserung von Methoden der
assistierten Reproduktion durch die Modulation d®griellen Lipidmetabolismus

beitragen.



Einleitung

1. Einleitung

In Deutschland sind ca. 15 % der Paare ungewailléddos (infertil). Infertilitdt bedeutet
nach den Richtlinien der WeltgesundheitsorganisafiHO), dal} eine Schwangerschatft
trotz regelmaRigen, ungeschitzten Geschlechtsverkelth 24 Monaten nicht eingetreten
ist. Die meist multifaktoriellen Ursachen flr Intiétat reichen von genetischen Faktoren
Uber Fehlbildungen bis hin zu endokrinologischear®tgen, die zu einer fehlerhaften
Regulation des ovariellen Zyklus bei der Frau b3permatogenese beim Mann fihren.
Obwohl bislang eine Reihe von molekularen und homllen Prozessen eingehend
untersucht und in ihren Grundzigen verstanden &ileithen viele Fragen der weiblichen
Infertilitat unbeantwortet.

Im Rahmen der Kinderwunschbehandlung wird durche egezielte, aber individuell
abgestimmte Hormonbehandlung (kontrollierte ovlieHyperstimulation) in den
weiblichen Zyklus eingegriffen, um maoglichst viddefruchtungsfahige Eizellen (Oozyten)
zu gewinnen (Smitz et al., 1992). Je nach Ursacdbie Idfertilitatt kommen bei der
hormonellen Stimulation unterschiedliche Behanddpmgtokolle zur Anwendung
(Felberbaum et al., 1996). Der Erfolg der Kindergehbehandlung hangt nicht nur von
der Gewinnung, Reifung und Befruchtung der Oozyaén die Bildung eines intakten
Gelbkorpers (Corpus luteum) ist ebenso wichtig diire erfolgreiche Schwangerschatft.
Die Aufklarung molekularer Mechanismen bei der Eitang des Corpus luteum tragt
wesentlich zum Verstandnis der weiblichen Repraduktbei und ist Grundlage fur
maogliche therapeutische Ansatze bei Therapieformen Kinderwunschpatientinnen
bilden.

1.1. Das Ovar

Das Ovar ist ein komplexes und endokrinologisclivaktOrgan, das seine Funktionen in
den verschiedenen Lebensphasen einer Frau verawdirtend die ovarielle Funktion vor
der Pubertat weitgehend ruht, kommt sie in deragyktiven Phase zur vollen Entfaltung,

um mit dem Einsetzen der Menopause schrittweiseRlinktion einzustellen.

1.1.1. Die Physiologie des Ovars
Zum weiblichen Reproduktionstrakt, der in Abbilduhglargestellt ist, gehéren neben der
Gebéarmutter (Uterus) mit dem Muttermund (CervixJduwhem Gebarmutterhals (Cervix

uteri), die paarigen Eileiter (Tuben) und die Bi@écke (Ovarien). Die reifen, paarig
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angelegten Ovarien sind flach-ovale Organe mitre@®Re von ca. 3x2x1 cm, deren
Funktion wéhrend der Geschlechtsreife in der Bstedling von befruchtungsfahigen
(fertilisierbaren) Oozyten und in der Produktiomv@eschlechtshormonen besteht. Das
einzelne Ovar besteht aus einer Markzone (Medullarip (Abb. 1 F) und einer
Rindenzone (Cortex ovarii) (Abb. 1 G). Die Medubl@arii durchziehen im lockeren
Bindegewebe Blut- und Lymphgefale, Uber welchendititive Versorgung des Ovars
gewahrleistet wird. Der Cortex ovarii enthalt Hodli (lat. folliculus, Hulle) in
verschiedenen Reifestadien mit den Oozyten, diktimmalen Einheiten des Ovars (Abb. 1
G).

Abbildung 1: Schematische Ubersicht des weiblicheReproduktionstraktes. Dargestellt sind
Scheide (Vagina) (A), Muttermund (Cervix) (B), Gefdtterhals (Cervix uteri) (C) und
Gebéarmutter (Uterus) mit der Gebarmutterschleimt{gadometrium) (D). Die Fimbrientrichter
der Eileiter (Tuba uterina) grenzen an die paanigetegten Ovarien, die aus Markzone (Medulla
ovarii) (F) und Rindenzone (Cortex ovarii) (G) kstn. Im Cortex ovarii sind in den Follikeln die
Oozyten lokalisiert (H).

1.2. Der ovarielle Zyklus

Das wesentliche Ziel des weiblichen Zyklus ist dRekrutierung und periodische
Freisetzung (Ovulation) einer fertilisierbaren Oezyder Aufbau des Endometriums im
Uterus fur die Einnistung (Implantation) einer letiteten Oozyte und die Bereitstellung
von Progesteron durch das Corpus luteum. Diesesnéforist fir eine erfolgreiche
Schwangerschaft essentiell. Der Menstruationszyktwarieller Zyklus) dauert ca. 28
Tage und ist biphasisch in die Follikel- und Lupdeise unterteilt. Die Regulation des
weiblichen Zyklus erfolgt durch ein sensitiv regutes Wechselspiel hypothalamo-

hypophyséarer Gonadotropine, Neurotransmitter, Hoienand lokal im Follikel gebildeter
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Faktoren. Fehlregulationen dieses streng aufeimaadatestimmten Netzwerkes kénnen u.
a. zum Ausbleiben der Menstruation (Amenorrh6)eei@orpus luteum Insuffizienz oder
dem Polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) fiihreesB®ipathologischen Veranderungen

sind nicht selten Ursache ungewollter Kinderlosigke

1.2.1. Die Follikelphase

Mit dem Einsetzen der Menstruation beginnt die ikelphase. Dies ist ein dynamischer
Prozel3, der von Proliferation und Differenzieruegdigt ist und in drei separaten Stadien
ablauft: die Rekrutierung, Selektion und Dominanegcklung des praovulatorischen
Follikels. Zuvor entwickeln sich aus Primordialfkélln in der praantralen

Entwicklungsphase lber einen Zeitraum von ca. 1&gem Primarfollikel (Abb. 2 A).

- Abbildung 2: Der Ovarialzyklus.
Dargestellt sind die einzelnen Stadien
der Follikelreifung und der
Lutealphase (A-G).

Aus dieser Follikelkohorte geht spater der domiearollikel hervor. Darauf folgt die
zyklische Rekrutierung der proliferierenden Follkahorte zu Sekundéarfollikeln. Im
fortgeschrittenen Entwicklungsstadium dieser Pharggcht der préaantrale Follikel eine
GréRe von ca. 18Qum (Abb. 2 B). Uberleben die Sekundarfollikel, wasisund
entwickeln sie sich zu antralen Tertiarfollikelnitee (Abb. 2 C). In diesem Stadium der
Follikelreifung setzt durch die Sekretion des Halistimulierenden Hormons (FSH) aus
der Adenohypophyse die Ostrogensynthese der Grsamdtien ein (Abb. 3) (Palermo,
2007). Die Funktion dieser wandstandig im Follilaitalisierter Zellen ist die follikulare
Hormonsynthese. Im Uterus erfolgt unter dem Einfldh Ostrogen der Aufbau des
Endometriums. Mit Erreichen eines individuellen ®elenwertes von FSH im Serum
kommt es zur Rekrutierung der Follikelkohorte (MeGad Hsueh, 2000). Dabei wird aus
3-11 pro Ovar und Zyklus heranwachsenden antralelik€in der préaovulatorische
Tertiarfollikel rekrutiert (Abb. 2 D) (Pache et ,all990). In den darauf folgenden vier

Tagen erfolgt die Selektion des dominanten Fokikgreenwald und Terranova, 1988).
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Bei einer Ostradiol Konzentration von ca. 200 pgimiSerum wird die hypophyséare FSH
Sekretion Uber einen negativen Feedback Regulatiecsanismus gehemmt (Abb. 3)
(Pollow, 1990). Durch den entstandenen FSH Mangdl das androgene Milieu werden
alle subordinaten Follikel mit Ausnahme des domiearfollikels, der als Graaf-Follikel
bezeichnet wird, atretisch und sterben ab (Abb).2 D

45 7 — 400
——— Progesteron
4 T

= 300

]

Ostradio

200,

pafmi(

=100

U [LH/FSH)Y ng fml (Progesteron)

T N W O 5 O 0 o s S0 20 S 0 o S0 0
1234567 8 9101112131415161718192021222324252627 28
Tage

Abbildung 3: Hormoneller Verlauf des Ovarialzyklus. Die Serumkonzentrationen von FSH,
Ostradiol, des Luteinisierenden Hormons (LH) und Wrogesteron wahrend des weiblichen
Menstruationszyklus sind vereinfacht zueinandergelstellt. Das Schema geht von einem
optimalen Zyklus mit einem LH Peak am Tag 14 und@eulation am Tag 15 aus.

Der Graaf-Follikel ist gekennzeichnet durch einerit fRollikelflissigkeit gefillten
Hohlraum (Antrum folliculi) (Hunter, 2003). Die Oge ist wandstandig in einem
Verband mit spezialisierten Granulosazellen, demmd@uszellen, im Graaf-Follikel
lokalisiert. Dieser Verband wird als Cumulus ooplsobezeichnet (Abb. 4 E und F). Ein
mehrschichtiges Epithel aus Granulosazellen gréeatGraaf-Follikel zur Basalmembran
hin ab, an die sich die zweigeteilte Thekazellduhénschliel3t (Abb. 4 A und B).

Abbildung 4: Querschnitt eines antralen
Tertiarfollikels. Dargestellt sind die Theka
externa (A) und Theka interna (B), die an die
Basalmembran des Follikels (C) grenzt. Ein
mehrschichtiges Epithel muraler Granulosa-
zellen (D) kleidet den Follikel aus, der Cumulus
oophorus  Komplex aus Oozyte und
Cumuluszellen (E) befindet sich antral in dem
mit Follikelflissigkeit (F) gefillten Follikel.
Vergrol3erung: 40x.
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Diese wird von einem netzartigen kapillaren GefgBsy durchzogen, das der
Basalmembran aufliegt (Abb. 4 C). Es versorgt demidanten Graaf-Follikel nicht nur
mit  Nahrstoffen, sondern beeinfluBt maligeblich di&usammensetzung der

Follikelflissigkeit und damit die weitere ReifunggFollikels bis zur Ovulation.

1.2.2. Die Lutealphase

Die Lutealphase beginnt ca. 12-16 Tage vor der sié@ohMenstruation. Sie ist durch den
initialen, sprunghaften Anstieg des Luteinisierendélormons (LH) im Serum
gekennzeichnet (Abb. 3). Diese Phase des Ovarialzyist in die Ovulation und die
nachfolgende Umstrukturierung der verbliebenen ikghohle zum Corpus luteum

unterteilt.

1.2.2.1. Die Ovulation

Mit dem LH Peak durch den latent hohen Ostrogenspi@ird um den 11.-14. Zyklustag
(Abb. 4) die Ovulation des Graaf-Follikels initigrdie mit der nukledren und
zytoplasmatischen Reifung der Oozyte beginnt. DieCGumulus oophorus assoziierten
Granulosazellen sezernieren grof3e Mengen Hyalwoesdie zur Dissoziation des
Cumulus oophorus Komplexes von der Follikelwanddih bis dieser Komplex frei in der
Follikelnéhle flotiert. Die Granulosazellen exprenen verstarkt LH-Rezeptoren und
differenzieren zu  Progesteron  synthetisierenden n@oagaluteinzellen.  Mit
fortschreitender Reifung der Oozyte finden intrad textrafollikulare Prozesse statt, die
von Inflammation, Nekrose, Koagulation und Lyserggp sind. Einen besonderen Einflul3
auf diese Prozesse haben das PlasminogenaktivstesyLiu, 2004; Ny et al., 1997; Liu
et al.,, 2004) und Prostaglandine (Duffy et al., ®00Es bilden sich mikrovaskulare
Thromben, Odeme und ischamische Regionen, die ekrase des ovariellen Stromas und
der Follikelwand fuhren. Mit der finalen AutolyseerdFollikelwand an der Spitze des
Follikels, kommt es 36 h nach dem LH Anstieg, unkem Einflul3 von vasokonstruktiven
Substanzen, zum Ausschwemmen von Follikelflissigkei den Fimbrientrichter des
Eileiters (Abb. 1 E) (Shimizu et al., 2007). AufrdéNVeg lUber den Eileiter in den Uterus

kann die Oozyte fertilisiert werden und sich dannésten.

1.2.2.2. Das Corpus luteum

Nach Ovulation stromt Blut in die verbleibende Kalhthle ein und das Corpus rubrum
entsteht (Abb. 3 E). Obwohl die Follikelflissigketum grof3en Teil durch die
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Kontraktionen des ovariellen Stromas bei der Owutatin den Fimbrientrichter des
Eileiters bzw. in den Bauchraum gelangt, verbleibtRest in der Kavitat des kollabierten
Antrum folliculi (residuale Follikelflissigkeit). &rt vermischen sich Follikelfliissigkeit
und Bestandteile des Blutes und bilden Koagel. mgddurch den hohen Gehalt an
Wachstumsfaktoren, beeinflul3t die Follikelflissigke der Lutealphase die Entwicklung
und Funktion der umgebenden Granulosaluteinzellend uder invadierenden
Endothelzellen (Hunter, 2003). In den darauf foltgam 2-3 Tagen finden eine Vielzahl
struktureller, endokrinologischer und biochemischéeranderungen statt, die zur
Umwandlung des Corpus rubrum in das Corpus lutezing temporare, endokrine Drise,
fuhren (Abb. 2 F). Das Corpus luteum besteht zit60&6 aus Endothelzellen, den grof3en

Granulosaluteinzellen und den peripher lokalisiertdeineren Thekaluteinzellen (Abb. 5).

Die faltige Oberflachenkontur des Corpus luteum ist
mit den groRen Granulosaluteinzellen (A), kleinen
peripher angeordneten Thekaluteinzellen (B) und der
kollabierten Follikelhdhle (©) dargestellt.
VergroRerung: 40x.
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Wichtigstes Produkt des Corpus luteum ist das voan@osaluteinzellen synthetisierte
und sekretierte Progesteron. Die Synthese des Hwmwird nicht nur von

Gonadotropinen, sondern auch von lokalen, ovandhaktoren reguliert. Die Effekte von
Progesteron beschranken sich jedoch nicht alleindas Ovar (Wang et al., 2006; De
Geyter et al.,, 2007; Chabrolle et al., 2008; BentAet al.,, 2008). Ein hoher
Progesteronspiegel bewirkt im Endometrium die Défeierung des Stratum functionale
und leitet die Sekretionsphase ein. Die Drusemzedipeichern Glykogen, Lipide und
Proteine als Nahrung fir den sich mdglicherweisaistenden Embryo und schwellen zu
epithelialen Zellen an, die Teilen des Mutterkucherer Plazenta, ahneln. Im
Drisenlumen sammelt sich Sekret an. Etwa am 21.luZtdg, in der spaten
Sekretionsphase, hat das Endometrium den optimZestand fur eine mogliche
Implantation erreicht. Aul3erdem bewirkt Progestereine Verengung der Cervix,

verandert den Cervixschleim und verhindert weit@vallationen (Ltllmann-Rauch, 2003).
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Im Zusammenspiel mit Ostrogen fordert Progesterore dProliferations- und
Sekretionsbereitschaft der Alveolen in den Brustdni Diese physiologischen
Veranderungen sind fir eine erfolgreiche Implantatind Schwangerschaft wichtig und
setzen ein intaktes Corpus luteum voraus.

Die Bildung eines funktionsfahigen Corpus Iuteunmrkaour durch eine streng regulierte
Umstrukturierung der verbliebenen Follikelhdhle géweistet werden. Darin eingebunden
sind als wesentliche zellulare Prozesse die Pratifen, Migration und die
Vaskularisierung von Luteal- und invadierenden Ehdizellen in die ehemals zentrale
Kavitat des Follikels (Sugino, 2005; Rolaki et &007). Die Lebensdauer eines Corpus
luteum betragt ca. 14 Tage, wenn keine Fertilisigrader Oozyte erfolgt ist (Corpus
luteum menstruationis). Durch die einsetzende LUysep die Regression des Corpus
luteum, sinkt der Progesteronspiegel (Abb. 3). Dalksrt zu Gewebsnekrosen und
Blutungen des Stratum functionale, das mit der etrenden Menstruation abgestofRen
wird. Das Corpus luteum menstruationis degened@nch tber einen Zeitraum von sechs
Wochen zu einem vernarbten, fibrosen Rest, dem uGoatbicans (Abb. 2 G). Tritt eine
Schwangerschaft ein, wachst das Corpus luteum djtatis unter dem EinfluR des
Choriongonadotropins (hCG) auf das Doppelte saingpriinglichen Grol3e bis zum Ende
der ersten drei Schwangerschaftsmonate und halt Pdagesteronsynthese bis zur
eigenstandigen Hormonsynthese der Plazenta aufrecht

1.3. Die ovarielle Angiogenese

Unter Angiogenese wird die Bildung von neuen, Ramlktigen GefalRen, ausgelost durch
einen angiogenen Stimulus, verstanden. Dabei haedekich um einen kaskadenartig
ablaufenden Prozel3, der mit der Degradation demazeftularen Matrix eines lokalen

GefalRes durch proteolytische Enzyme, die zum Plasgen-Aktivatorsystem und den

Matrix-Metalloproteinasen gehéren, beginnt (Mighathd Rifkin, 1996). Anschliel3end

migrieren Endothelzellen in Richtung des angioge&imulus. Hinter der Front der

migrierenden Zellen setzt eine massive Proliferatier Endothelzellen ein, die zu einer
Verlangerung des endothelialen Stranges fuhrt. NBchEntstehung von neuen, kleinen
Gefal3sprossen (Tubuli) aus mehreren Endothelzell@lden sich durch erneute

Degradation der extrazellularen Matrix und invaelieler Endothelzellen Netzwerke dieser
kapillardhnlichen Strukturen. Nach der AusbildungsdLumens innerhalb des

endothelialen Kapillarsprosses werden die neu amdsihen GefalRe durch die Anlagerung
von Perizyten stabilisiert (Folkman, 1979; Zeti980; Risau, 1997).
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Pathologisch ist die Angiogenese ein wesentlichezéf? bei der Tumorprogression
(Bergers und Benjamin, 2003; Veeravagu et al., 2@luff et al., 2008) und vielen

Autoimmunerkrankungen (Koch und Dietler, 2007, Ralioet al., 2007; Carvalho et al.,
2007). Unter normalen physiologischen Bedingungemleh angiogene Prozesse im
menschlichen Korper nur limitiert statt, z. B. inaitnen der Wundheilung (Eming et al.,
2007; Breen, 2007). Der weibliche Reproduktiongtistkllt jedoch eine Ausnahme dar.
Bedingt durch die hormonell regulierten Phasen desblichen Zyklus finden sich

periodisch auftretende angiogene Prozesse beim afufdes Endometriums, der
Implantation des Embryos, sowie bei der Follikélneg und der Bildung des Corpus
luteum, eines der am meisten vaskularisierten Gewabmenschlichen Organismus. Um
die nutritive Versorgung der Granulosaluteinzelléie, Bereitstellung von Cholesterol als
Substrat fur die Progesteronsynthese und den Toandes Hormons zu den Zielorganen
gewahrleisten zu koénnen, sind angiogene Prozesse dié@ Entwicklung eines

funktionsfahigen Corpus luteum von grof3er Bedeut(iRgdmer und Reynolds, 1996;
Fraser et al., 2000; Augustin, 2000; Zygmunt et 2003; Fraser und Duncan, 2005;
Jabbour et al., 2006). Die ovarielle Angiogenesdakiehoch sensitiver, auf einander
abgestimmter Regulationsmechanism@aher sind regulatoriscHeefekte der ovariellen

Angiogenese oft mit Fertilitatsstorungen, wie demusBleiben der Ovulation

(Anovulation), dem ovariellen Hyperstimulationssgomh (OHSS) und Infertilitat durch

vorzeitigen Schwangerschaftsabbruch infolge eirap@s luteum Insuffizienz, assoziiert
(Neulen et al., 1995 Abulafia und Sherer, 2000;&avd Jaffe 2000)

1.3.1. Faktoren der ovariellen Angiogenese

In den letzten Jahrzehnten sind viele Faktorerodariellen Angiogenese identifiziert und
auf ihre Regulation hin untersucht worden. Nebem d@chtigsten proangiogenen
Faktoren, dem Vaskularen Endothelialen Wachstunwsfdk EGF) und dem Fibroblasten
Wachstumsfaktor (FGF), fordern eine Reihe andereaachWtumsfaktoren, z. B. die
Transformierenden Wachstumsfaktoenind3 (Transforming Growth Factors, TGF), der
Epidermale Wachstumsfaktor (Epidermal Growth FactélGF) und Zytokine, wie
Interleukin 8, die ovarielle Angiogenese (Atanadkowet al., 2008). Die l6slichen
Rezeptoren von FGF und VEGF, sowie Thrombospondia Angiostatin wirken der
ovariellen Angiogenese entgegen (God et al., 1B8Rietro, 1997; Bergers und Coussens
2000; Pozzi et al., 2000; Artini et al., 2007; Gatmet al., 2008). Fir eine erfolgreiche
Schwangerschaft ist nicht nur die Bildung, sondauth die Stabilisierung von neu
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gebildeten Gefal3en notwendig. In diesem Zusammenivarden die Angiopoietine 1 und

2 beschrieben, die mit VEGF bei der Angiogenesea@tabilisation und Regression
interagieren (Suri et al., 1996; Hanahan, 1997;shlapierre et al., 1997; Thurston et al.,
2000; Yancopoulos et al., 2000).

1.3.1.1. Der Fibroblastenwachstumsfaktor

FGF wurde als erster angiogener Faktor im Ovar lbedzen (Gospodarowicz et al.,
1985). Von FGF sind zwei Formen bekannt, der bheis(bFGF) und der saure
Fibroblastenwachstumsfaktor (aFGF), die im Ovarekiatrt wurden (Du Gros et al.,
1993). Ausin vitro Studien mit neutralisierenden Antikérpern an Lotellen aus dem
Tiermodell ist bekannt, dal? bFGF eine hthere amgiedAktivitdt im Corpus luteum als
der sauere FGF aufweist. Im humanen Ovar ist bF@Gditip mit der Follikelreifung
assoziiert und wird sowohl von Theka- als auch @manulosazellen mit zunehmender
Reifung des Follikels verstarkt exprimiert. In destealphase erfolgt die Synthese des
Wachstumsfaktors differentiell. Im Gegensatz zur GBF Expression in den
Thekaluteinzellen, steigt die bFGF Synthese dern@osaluteinzellen bis in die
periovulatorische Lutealphase und sinkt in derep&iutealphase drastisch (Yamamoto et
al., 1997). Neben seinen angiogenen Eigenschafitenlgrt bFGF die Proliferation von
Endothelzellen und wirkt protektiv auf die induzeeApoptose in Granulosaluteinzellen
und andere Zelltypen (Tilly et al., 1992; Bikfakti al., 1998).

1.3.1.2. Der Vaskulare Endotheliale Wachstumsfaktor

VEGF ist der am besten beschriebene angiogene i-&koo VEGF-Familie wird in sechs
Gruppen unterteilt: VEGFA-E und den Plazentalen Ngammsfaktor (Veikkola und
Alitalo, 1999). Die kodierende Sequenz degyfa Gens besteht aus acht Exons. Durch
alternatives Spleil3en entstehen funf verschiedso&ormen der VEGFA mRNA, die
aufgrund der Aminosdureanzahl der resultierendestefie mit VEGh,;, VEGFys,
VEGF65, VEGFR g9 und VEGhs bezeichnet werden (Ferrara et al., 1991; Tisched.g
1991; Charnock-Jones et al., 1993). Die biologisktivste und vorherrschende Form ist
VEGFs5 Die Effekte von VEGF werden durch die Bindung dgachstumsfaktors an
zwei Transmembran-Tyrosinkinase-Rezeptoren vernittéLT-1 und FLT-1/KDR
(VEGFR-1 und VEGFR-2) (De Vries et al., 1992; Temw al., 1991). Beide Rezeptoren
werden wie VEGF hauptsachlich durch Hypoxie regul@®valtenberger et al. 1994;
Detmer et al., 1997). Die Bedeutung von VEGF b@i@genen Prozessen wurde erstmals
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in Studien mit genetisch veranderten Mausen gez&upt Deletion eines oder beider
VEGF Allele fihrte durch eine gestorte Angiogeneséhrend der embryonalen
Entwicklung zur Letalitat der Mause. Die Uberexgies von VEGF hatte durch die
Hypervaskularisierung und vergrol3erte Gewebe ebenrttale Folgen (Stouffer et al.,

2001). VEGF wird wahrend des weiblichen Zyklus elifintiell exprimiert. In der

Follikelphase wird VEGF von Thekazellen sezernigrt begiinstigt die Ausbildung eines
kapillaren Netzwerkes durch Stimulation der endidlen Angiogenese und Proliferation
um den Follikel (Cavender und Murdoch, 1988). Iresér Zyklusphase exprimieren
Granulosazellen kaum nachweisbare VEGF Mengen. ddit Luteinisierung und dem

abnehmenden Sauerstoffpartialdruck im Follikel gitedie VEGF Expression in den
Granulosa- und Thekaluteinzellen, die eine zuneldmemtra- und extrafollikulére

Vaskularisierung und Permeabilsierung bedingt uiedQlulation begunstigt (Yan,et al.,
1993; Kamat et al, 1995; Laitinen et al., 1997;m8@ et al., 2005). Zusatzlich wird die
VEGF Expression durch den Einflu3 von Gonadotrapinad Prostaglandinen gefordert
(Laitinen et al., 1997). Die Bedeutung von VEGF der Bildung des Corpus luteum
zeigten erstmals Studien am Modell der Ratte. Nagimonell induzierter Ovulation

fuhrte die Behandlung mit dem loslichen rekombieanVEGFR-1 zu einer Inhibiton der
postovariellen Angiogenese. Dies hatte eine gesténtwicklung des Endometriums mit
auftretenden Ischamien und die Entstehung eindsirgtionalen Corpus luteum mit einer
verminderten Progesteronsynthese zur Folge (Otaai.,e1999). VEGF ist nicht nur ein
Mediator der prd- und postovariellen Angiogeneser Wachstumsfaktor hat auch
protektive Effekte auf das Uberleben und die Migratvon Granulosazellen (Ferrara et
al., 1998; Rolaki et al., 2007).

1.4. Bedeutung der Follikelflissigkeit fur den ovaiellen Zyklus

Follikelflissigkeit (FF) ist ein Gemisch aus Seloesprodukten von Granulosa- und
Thekazellen, der Oozyte und Transsudaten des Birps, die Uber die Basalmembran in
den avaskularen Follikel gelangen. Aufgrund demdpen Struktur der Membran dringen
Proteine, etc. mit einer maximalen Gro3e von 30@ kiDs dem Blut in den Follikel ein
(Le Goff, 1994). Die Zusammensetzung der FF isjdde Oozyte individuell, variiert mit
der Reifung des Follikels und beeinfluRt somit B®zesse wahrend der Follikelreifung
und der Lutealphase. Humane FF enthalt viele Substa die biologisch aktiv sind. Dazu
zahlen Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren, @t nur die intrafollikuléare

Hormonsynthese und Zellproliferation beeinflussersondern auch auf die

11
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Dominanzentwicklung des Follikels und die Eizefinaeg (Oozytenmaturation) einwirken
(Edwards et al., 1980; Seibel et al., 1989, Pang2087). Deshalb werden einige
intrafollikuléare Proteine, z. B. Inhibin B, als Maar fur die follikulare Reifung angesehen
(Nayudu et al., 1989; Miro et al., 2004). Neben Hereits bekannten Substanzen, z. B. die
Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-Likeo@th Factors, IGF (Eden et al.,
1988), TGk, TGH (Eden et al., 1990) und Transferrin (Entman ¢t1&87), werden aus
FF immer wieder neue, bisher unbekannte Komponeistdiert und charakterisiert. So
konnten kleine Peptide in humaner FF nachgewiesemlem, welche die Bindung von
FSH an den FSH Rezeptor blockierten und dadurchAg@ptose von Granulosazellen
ausldsten (Chitnis et al., 2008).

Im Zusammenhang mit der ovariellen Angiogenese ielé Effekte der FF dokumentiert.
Es wurde gezeigt, daR humane FF angiogene FakteierbFGF (Seli et al., 1998),
Angiogenin (Kogar et al., 2000) und VEGF (Krasnow a., 1996) enthalt und
Angiogenese induzieren kann (Frederick et al., 19&satzlich stimuliert FF die
Proliferation von Endothelzellen und hemmt die Rkdobn des VEGF Antagonisten FLT-
1 in Granulosaluteinzellen (Grimmer et al., 2008).anderen Untersuchungen wurde
nachgewiesen, dall humane FF die Expression Angsgenodulierender Gene in
Endothelzellen induziert (Grimmer et al., 2005).udlen Untersuchungen zu Folge
stimuliert FF die Proliferation von Zellen des deien Oberflachenepithels. Dieser Effekt
war unabhangig von Ostrogen und Progesteron uricalifveitere angiogen wirksamen
Substanzen in der FF schlie3en (Doyle und Don&i{#ig).

Wichtige Prozesse wahrend des ovariellen Zyklusdemrnicht nur von follikularen
Proteinen beeinflu3t. In praovulatorischer FF wartidlikuléare Lipoproteine hoher Dichte
(Follikulares High Density Lipoprotein, FHDL) als ingige Lipoproteinklasse
nachgewiesen (Perret et al., 1985). Im Tiermodetinte gezeigt werden, dald FHDL die
Progesteronsynthese stimuliert (Roy und Belang882) Dartber hinaus foérdert das
Lipoprotein den Cholesterinefflux und die Spermipdzitation, die Fahigkeit der
Spermien zur Fertilisierung (Langlais et al., 198Bérien et al., 2001). Der Ursprung von
FHDL liegt vermutlich im plasmatischen HDL begrihdelDL sind eine heterogene
Klasse von Lipoproteinen, die im peripheren Kreisl&€holesterin aus den Geweben
zurick in die Leber transportieren (reverser Cleotdtransport) (Assmann und Nofer,
2003). Im Gegensatz zu groR3en, lipidreichen HDLiR&n, kénnen kleine, lipidarme
Subklassen von plasmatischem HDL durch die poroéasalBiembran in den Follikel

gelangen (Le Goff, 1994; Perret et al., 1985). Dachweis grolRer lipidreicher HDL-
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Partikel und der hohere Gehalt lipidarmer prEIDL in FF deuten darauf hin, dafl FHDL
intrafollikul&r durch lipidmetabolisierende Enzyroenstrukturiert wird (Le Goff, 1994).
FHDL unterscheidet sich in seinen physikochemisdBggenschaften von plasmatischem
HDL. FHDL enthéalt weniger freies und veresterteolébterol und mehr Phosphoplipide.
Damit einhergehend konnte gezeigt werden, dal3 dsrals von Apolipoprotein A-
(ApoA-I), das ca. 90 % des Proteingehaltes von HiDtspricht, mit ca. 1 g/l ApoA-I im
Vergleich zu plasmatischem HDL (1,6 g/l) deutlicktduziert ist (Jaspard et al 1997).
Dieses Protein ist als wichtiger Kofaktor entscked fir die Funktion von HDL beim

reversen Cholesteroltransport (Assmann und No@3p

Die Bedeutung von FHDL im Ovar ist bislang nichhdmutig geklart. Es ist jedoch
bekannt, da® FHDL in gleicher Weise den Cholest#ftak, ein wesentlicher Prozel3 des
reversen Cholesteroltransporteas vitro stimuliert wie plasmatisches HDL (Jaspard et al.,
1997). Studien an Granulosazellen von M&ausen, Rattel Wiederkauern zeigen, dafi3
plasmatisches HDL-Cholesterol als Substrat firRhegesteronsynthese genutzt wird (O’
Shaughnessy et al., 1990; Endresen et al., 199@e\é& al., 1991; Roy, Bélanger, 1992).
Uber die Bedeutung von FHDL-Cholesterol fiir die lame Progesteronsynthese gibt es
bisher keine eindeutigen Daten. Eine Beteiligung #IDL an der humanen, ovariellen
Steroidsynthese wird jedoch vermutet (Carr et1881; Tureck et al., 1983; Soto et al.,
1984; Volpe et al., 1991). Neben der klassischennkon beim reversen
Cholesteroltransport verfugt plasmatisches HDL Ubeare Vielzahl gefal3protektiver
Eigenschaften. Es hemmt u. a. apoptotische Prozggkdie Chemotaxis von Monozyten
und stimuliert die Proliferation und Angiogenesanendothelzellen (Nofer et al., 2001;
Sumi et al. 2007, Rader et al., 2008). Ob FHDL i&hel Effekte hat, ist bislang nicht

untersucht.

Die Zusammensetzung der Follikelflissigkeit beeidflfolglich vor allem in der letzten
Phase des ovariellen Zyklus wichtige Prozesse umdét wich entscheidend auf die
Funktionalitat des Corpus luteum und damit auf dieibliche Fertilitat aus. Die
Identifizierung und Charakterisierung von bislangibekannten Faktoren in der
Follikelflissigkeit tragt nicht nur zum besserenratandnis der weiblichen Reproduktion
bei, sie bietet auch die Moglichkeit fur die Entkbiong neuer Therapieformen zur
Behandlung der weiblichen Infertilitat.
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2. Zielsetzung

Die Entstehung eines intakten Corpus luteum inLdéealphase des weiblichen Zyklus ist
eine wichtige Voraussetzung fiur eine erfolgreichartdende Schwangerschaft. Darin sind
angiogene Prozesse eingebunden, zu denen die Migratie morphologische
Tubulusformation und Proliferation von Endothelerll zahlen. Diese Mechanismen
werden nicht Gber die Wirkung von Gonadotropineandern auch durch ovarielle

Faktoren reguliert.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeift, \d&GF in der Konzentration, die in

Follikelflissigkeit gemessen wurde, die Prolifesati von humanen Endothelzellen
(Human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) awstimuliert, der mitogene Effekt

von Follikelflissigkeit jedoch weitaus hoher wapoifvOtte et al., 2003). Daraus wurde
geschlul3folgert, dal3 Follikelflissigkeit neben deekannten, angiogenen Faktoren,
weitere, bisher nicht charakterisierte Substanzeth&ddt, die das Wachstum von
Endothelzellen stimulieren kdnnen. Publiziertend&n zufolge enthalt Follikelflissigkeit

thermostabile, biologisch aktive Substanzen. Déshalr im ersten Teil der Arbeit von

Interesse, ob die mitogene Aktivitdt von Follikafsigkeit auf thermostabile

Komponenten zurtckzufiihren ist. Anschlie3end saliteunbekannte, mitogene Aktivitat
der Follikelfliissigkeit aufgereinigt, identifiziettnd charakterisiert werden. Nachfolgend
war zu klaren, welchen Einflu3 der identifiziertakkor auf die Proliferation, die

morphologische Tubulusformation und die darin imetten Signaltransduktionswege hat.
Zusétzlich galt es zu prifen, inwieweit die Wachsétaktoren VEGF und bFGF an der
mitogenen Aktivitat der Follikelflissigkeit betegti sind.

Im Gegensatz zur ovariellen Angiogenese ist dierddign von Granulosaluteinzellen bei
der Entstehung des Corpus luteum weitgehend ungektazweiten Teil der Arbeit wurde
deshalb untersucht, ob der mitogene Faktor die &fign von humanen
Granulosaluteinzellen beeinflu3t und welche Rezeptand Signaltransduktionswege die
beobachteten  Effekte involviert sind. AbschlieRend®&ntersuchungen  zur
Progesteronsynthese der Granulosaluteinzellenesolklaren, welche Bedeutung der

mitogene Faktor fur die Funktionalitat des Corputelim hat.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung eines angiogenen Faktors der dilikelflissigkeit am Modell von
HUVEC Zellen

3.1.1. Immunzytochemische Identifizierung von HUVEZellen

Die Studien zur Identifizierung und Charakterisreguder mito- und angiogenen Aktivitat
von Follikelflussigkeit (FF) wurden an makrovaskel@ Endothelzellen durchgefiihrt, die
aus Nabelschnurvenen (HUVEC Zellen) isoliert werlénnen. Diese Zellen eignen sich
aufgrund ihrer Fahigkeit zur Neoangiogenese begssngiat fir die Untersuchungen zur
Proliferation und Tubulusformation und sind als Mbdn der Arterioskleroseforschung
etabliert (Favot et al., 2003; Ruis et al., 20Q6n die Reinheit der Zellpopoulation nach
jeder Isolierung zu bestimmen, wurden HUVEC Zelthar ersten Zellkulturpassage mit
dem Endothelzellmarker CD31 immunzytochemisch dpefarezahlt und parallel von den
Kooperationspartnern in Munster im FACScan anatys{®iller et al., 2002). Die
Abbildungen 6 A und B zeigen exemplarisch einen d&iksschnitt einer
Immunfloureszenzfarbung von HUVEC Zellen.

Abbildung 6: Immunfluoreszenzfarbung von
HUVEC Zellen (Zellkulturpassage 2) mit
dem Endothelzell-spezifischen Oberflachen-
marker CD31. Die Zellen wurden mit einem
FITC-markierten CD31 Antikorper gefarbt (A,
gran). Die Darstellung der Zellkerne erfolgte
durch Farbung mit DAPI (B, blau). Als
Negativkontrolle wurden HGL5-Zellen mit dem
CD31 Antikorper markiert (C) und mit DAPI
(D) gefarbt. VergroRerung 400x.

Als Negativkontrollen wurden HUVEC Zellen nur mierd Sekundarantikbrper markiert
und die Farbung mit HGL5-Zellen, einer luteiniseertGranulosazelllinie, durchgefihrt
(Abb. 6 C und D). Diese Zellen sind mesodermalenspuimgs und fir den
Oberflachenmarker CD31 negativ. Um eine gleichlgiede Qualitat dieser Zellpopulation
Uber mehrere Zellkulturpassagen gewahrleisten zwnéid wurden die Farbungen Uber
funf Zellkulturpassagen begleitend durchgefiihrt.hMals 95 % der kultivierten Zellen
waren fur diesen Oberflachenmarker nach Auswerturtgr dem Fluoreszenzmikroskop
und im FACScan bis zur Passage 3 positiv. Danachdevu die Zellen in ihrer
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Morphologie zunehmend heterogener, so dal} diesevé@itere Untersuchungen nicht

eingesetzt wurden.

3.1.2. Stimulation angiogener Prozesse mit FF

Zunéchst wurde der Einflul3 von gepoolter, nativeraaf die Proliferation der isolierten
HUVEC Zellen untersucht. Diese Pools wurden ausikethspiraten von 3-5 Patientinnen
isoliert, die sich im Rahmen der Kinderwunschbehamgl einer kontrollierten ovariellen
Hyperstimulation unterzogen haben. Vor Beginn defkdlturexperimente wurde die
Proteinkonzentrationen von funf verschiedenen kalliissigkeit-Pools (FF-Pools)
bestimmt, die in Tabelle 1 gezeigt sind. Im Durdimstt wurde eine Proteinkonzentration

von 45,9 £2,5 mg/ml gemessen.

Follikelfliissigkeit| Proteinkonzentration Tabelle 1. Proteingehalt  von
Pool (mg/ml) FoIIikeIfIUs_sigkeit. Dargestellt_sind die

1 4442 0.02 durchschnittlichen Proteinkonzen-
e trationen von finf verschiedenen

2 43,4+ 0,03 Follikelfiissigkeit-Pools.

3 43,7+ 0,05

4 49,1+ 0,02

5 48,7+ 0,01

3.1.2.1. Dosis- und zeitabhangige Stimulation der®liferation mit nativer FF

Zuerst wurde untersucht, welchen Einflu3 verscmedeF-Pools auf das Wachstum von
HUVEC Zellen haben. Dafur wurde ein kolorimetrissiieestsystem verwendet, dal3 auf
Messung der Stoffwechselaktivitat von Zellen beruiMlosman, 1983). Endogen
appliziertes Methylthiazolyldiphenyl-Tetrazolium M) wird durch die Aktivitat der
mitochondrialen Dehydrogenase zum violetten MTTAk@Zan reduziert, das
photometrisch gemessen werden kann. Die optisctiet®ist dabei direkt proportional zu
der Anzahl der vitalen Zellen. Dieses Testsystencthoet sich durch seine hohe
Sensitivitat aus, ist schnell durchzufihren und dagicht aufgrund des
Mikrotiterplattenformates einen hohen Probendurizhsals Stimulationsmedium wurden
verschiedene FF-Pools in unterschiedlichen Ante{l#&) mit Zellkulturmedium ohne
weitere Wachstumszusatze gemischt und HUVEC Zellemit je 100 ul
Stimulationsmedium pro Kavitat einer 96-Lochplaité&ubiert. Nach 24 h wurde die
optische Dichte der MTT-Formazan Farbung gemesdeie. Quantifizierung der
Zellproliferation erfolgte durch die Bestimmung deszentualen Anteils der gemessenen
optischen Dichte (OEo nm) der behandelten Zellen relativ zu unbehandeltdlez
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Abbildung 7: Dosisabhdngig stimulierte Proliferation von HUVEC Zllen nach Inkubation
mit unterschiedlichem FF Gehalt.Die ODsgo nm2SD (%) der Zellen, die mit drei verschiedenen
FF-Pools (Pool imm, Pool 2=, Pool 3sx) behandelt wurden, ist relativ zu unbehandeltdte#e
als Kontrolle dargestellt. Die Signifikanzen wurden Vergleich zur unbehandelten Zellen
ermittelt. *p<0,05; **p<0,01.

Abbildung 7 zeigt, dal? jeder FF-Pool die Prolifenatder Endothelzellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen dosisabhangig mit einem Mamirbai 100 % FF stimulierte. Dabei
stieg die Zellproliferation nach Inkubation mit détool 1 von 128,2 +14,1 % mit 10 % FF
bis auf 321,6 +2,1 % mit 100 % FF im Vergleich znbehandelten Zellen. Ahnliche
Ergebnisse zeigten die Experimente mit dem zwdierPool. Die Zellproliferation war
bei einem Anteil von 10 % FF auf 142,1 £9,1 % imryfeich zu unbehandelten Zellen
erhoht. Die Inkubation der Zellen mit dem dritteR-Fool fuhrte zu einem geringeren
Anstieg des Zellwachstums von 117,0 £21,0 bei 1BPAis 165,9 +14,7 % bei 100 % FF.
Signifikante Veranderungen der Proliferation wurdait diesem Pool bei 20 % FF
gemessen.

Um zu prifen, wie sich der mitogene Effekt der Feff die Proliferation der Zellen Uber
einen langeren Zeitraum auswirkt, wurden HHUVECI|etelnachfolgend mit einem FF-
Pool fur 24 h, 48 h und 72 h behandelt. Die Ergetmiin Abbildung 8 zeigen, dalR das
Zellwachstum mit der Inkubationszeit anstieg. Alij& war jedoch, dal3 bei dem
verwendeten FF-Pool kein dosisabhangiger Effekseaen 10 % FF und 20 % FF Gber
den untersuchten Zeitraum gemessen werden konnte.

Die Starke der Induktion der Zellproliferation wswmit von drei Parametern abhangig:
erstens vom verwendeten FF Pool, zweitens von mlarbhtionszeit und drittens vom

Gehalt der FF im Inkubationsmedium.
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Abbildung 8: Dosis- und zeitabhangige Stimulation dr Proliferation von HUVEC Zellen
nach Behandlung mit unterschiedlichem FF GehaltDie ODys0 nn2SD (%) mit FF behandelter
Zellen ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kol nach 24 hegm), 48 h (3) und 72 hs=)
dargestellt. Die Signifikanzen wurden im Verglemh den Zellen ermittelt, die fir 24 h mit FF
behandelt wurden. *p<0,05; **p<0,01.

3.1.2.2. Stimulation der Tubulusformation mit nativer FF

Nach der Proliferation von Endothelzellen ist digfédenzierung der Zellen zu kleinen,
kapillardhnlichen Strukturen (Tubuli) ein entsclegides Ereignis fur die Entstehung neuer
Gefal3e. Deshalb war von Interesse zu untersucherf-alie Tubulusformation und damit
die Fahigkeit zur GefalRneubildung (Neoangiogeness) HUVEC Zellen stimulieren
kann. Diese Untersuchungen wurden mit wachstunwf@duziertem Matrigel™
durchgefuhrt. Diese Gel-Matrix eignet sich aufgruter geringen Konzentration von
Wachstumsfaktoren gut zur Charakterisierung angiogegksamer Substanzen. Weitere
Vorteile dieses Systems sind der hohe Probendumchsal die rapide Induktion der
Tubulusformation von HUVEC Zellen innerhalb von P4 Die Zellen wurden mit
unterschiedlichem FF Gehalt (%) auf dem Matrigeligesat und die Tubulusformation
nach 24 h ausgewertet. Eine quantitative Auswerttieger Experimente, z. B. durch
direkte Messung der Tubuluslange war aufgrund dhlehden technischen Ausstattung
nicht maoglich. Deshalb wurde die Zu- oder Abnahmer d@ebildeten Tubuli der
behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandeltezlled als Kontrolle anhand
mikroskopischer Bildausschnitte visuell beurteiltie Ergebnisse sind exemplarisch in
Abbildung 9 dargestellt. In Abhangigkeit von derllZearge wurde eine geringfligig
ausgepragte, basale Tubulusbildung der Zellen lobdda Die Inkubation der Zellen mit
10 % FF fuhrte zu einer massiven Ausbildung uncheung neu gebildeter Tubuli (Abb.
9 B). Dieser Effekt nahm bis zu einer Behandlung40i% FF so zu, daf3 das Tubulinetz

nahezu konfluent war (Abb. nicht gezeigt).
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FF (%) - 10 20 100

Abbildung 9: Dosisabhéngige Stimulation der Tubulusformation vonHUVEC Zellen nach
Behandlung mit unterschiedlichem FF Gehalt (B-D)Die mikroskopischen Bildausschnitte von
Stichproben sind im Vergleich zu unbehandeltenene(A) dargestellt. VergroRerung 40x.

In Korrelation zu den Proliferationsexperimenteel3lisich eine Zunahme der Zellzahl
beobachten, die zu einer konfluenten Zellschichtibsbleibender Tubulusformation nach
Inkubation mit 100 % FF fihrte (Abb. 9 D). Aufgruddr temporaren Stabilitat der Tubuli
konnten Langzeitexperimente mit dem verwendeterriydi™ Systermicht durchgefihrt

werden. Fir weitere Untersuchungen zu den mito- angiogenen Effekten von FF
wurden HUVEC Zellen in den Proliferationsexperineantmit 80 % FF und fur die

Untersuchungen zur Tubulusformation mit 20 % FRubikrt. Da beide zellulare Prozesse
gemeinsam untersucht werden sollten, wurde alpuiekt fur nachfolgende Experimente

24 h ausgewahlt.

3.1.3. Stimulation der Proliferation und Tubulusformation mit hitzebehandelter FF

FF ist ein Gemisch aus Proteinen, Steroidhormor@licosaminen, Fetten u. a.
Substanzen, die mito- und angiogen wirken koénnerd wsich aufgrund ihrer
temperaturabhangigen Wirksamkeit unterscheiden §Nadal., 1989; Ocal et al., 2004;
Doyle und Donadeu, 2008; Kavano et al. 2004; Mcr€let al., 1993). Fur die
weiterfuhrende Differenzierung der oben beschriebeBffekte auf die Proliferation und
Tubulusformation induzierenden Substanzen, wurdez@féchst fir 30 min bei 90 °C
erhitzt und die Proteinkonzentration vor und nachzétehandlung gemessen. Die
Resultate sind in Tabelle 2 gezeigt. Durch ErhitdenFF werden Proteine denaturiert, die
durch anschlieRendes Zentrifugieren entfernt wur@ees fihrte zu einer Reduktion des

Proteingehaltes um durchschnittlich 94,0 % von 42,% mg/ml auf 2,8 £0,3 mg/ml.
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Follikelflissigkeit| ProteinkonzentrationProteinkonzentration
Pool (mg/ml) nativ (mg/ml) (90 °C)
1 44,4 +0,02 2,7 £0,01
2 43,4 0,03 2,4 £0,03
3 43,7 0,05 2,6 0,03
4 49,1 +0,02 3,2 +0,01
5 48,7 £0,01 2,9 £0,04

Tabelle 2: Proteingehalt in verschiedenen Follikelflissigkeifools vor und nach
Hitzebehandlung. Die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen sumh finf verschiedenen
Pools dargestellt.

Um zu testen, ob die mito- und angiogene Aktivitdt FF auf thermolabile oder -stabile
Faktoren zuriickzufuhren ist, wurde FF 30 min beseleiedenen Temperaturen erhitzt und
die Proliferation der Zellen nach Inkubation mit®0hitzebehandelter FF im Vergleich zu
80 % nativer FF gemessen. In Abbildung 10 ist ggtzdal} eine Erh6hung der Temperatur
zu einem Anstieg des Zellwachstums auf 149,9 +88e¥©0 °C im Vergleich zu FF, die
bei RT inkubiert wurde, fihrt. Nach Erhitzen der & 100 °C war die Zellproliferation
auf 122,5 +7,8 % reduziert.
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Abbildung 10: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit
hitzebehandelter FF.Die ODys nm 2SD (%) der mit Zellen, die mit 80 % hitzebehaneleFFF
inkubierten wurden, ist relativ zu mit nativer FEhlandelten Zellen dargestellt. Die Signifikanzen
wurden im Vergleich zum Effekt unbehandelter FFigat. *p<0,05.

Diese Daten geben Hinweise darauf, da? FF nebemdsensitiven auch thermostabile,
mitogene Faktoren enthalt. Der Anstieg der mitogeA&tivitat hitzebehandelter FF im

Vergleich zu unbehandelter FF lait die Vermutungdall3 durch die Hitzebehandlung
potentiell proliferationsinhibierende Substanzersttgt werden und die FF thermostabile,
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mitogene Komponenten enthalt. Aufgrund dieser Datesr naheliegend, dafl3 die
thermostabilen, mitogenen Komponenten der FF auehH-dhigkeit der HUVEC Zellen
zur Tubulusformation beeinflussen kodnnten. Deshelbrden die Zellen mit dem

Uberstand hitzebehandelter FF auf einer Matrigel BtrM inkubiert.

B - il -y h _40({|Jm
FF (%) - 20 (nativ) 20 (90 °C)

Abbildung 11: Stimulation der Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit
nativer (B) und hitzebehandelter FF (C) Die mikroskopischen Bildausschnitte von Stichgrob
sind im Vergleich zu unbehandelten Zellen (A) datgkt. VergroRerung 40x.

Abbildung 11 zeigt, daf3 die Behandlung der HUVE@ezemit 20 % hitzebehandelter FF
(Abb. 11 C) die Tubulusformation im Vergleich mitativer FF (Abb. 11 B) nur
geringflgig reduzierte. Hitzebehandelte FF hat danncht nur mito- sondern auch
angiogene Effekte auf HUVEC Zellen, die auf thertabde Komponenten der FF

zurickzufihren sein kdnnten.

3.1.4. Bedeutung von VEGIs5 und bFGF flir angiogene Prozesse

Publizierte Daten anderer Arbeitsgruppen zeigen Maohweis der Wachstumsfaktoren
VEGF und bFGF in FF und deren zentrale Bedeutumgdié peri- und postovarielle
Angiogenese (Reynolds und Redmer, 1998; Stouffed.e2001; Gutmann et al., 2008).
Im Gegensatz zu bFGF ist VEGF aufgrund seiner lgioubchen Struktur mit 16
Cysteinresten und den sich daraus ergebenden Dwmii€ken, welche die VEGF
Monomere verbindemitzestabil und mufl3 daher als mito- und angiogeomponente der
hitzebehandelten FF in Betracht gezogen werden. VE@nmt in finf verschiedenen
Isoformen vor, von denen VEGE die biologisch aktivste Form ist (Ferrara et 4092).
Deshalb wurden mittels ELISA die Konzentrationem WEGFs und bFGF in nativen
und von hitzebehandelten (90 °C) FF-Pools bestinaiat,in Tabelle 3 gezeigt sind. In
nativer FF wurden durchschnittlich 3,6 £0,9 ng/ntG&F65 und 0,15 +0,02 ng/ml bFGF

gemessen.

21



Ergebnisse

ramasogr | VESE | vesr [ aror | prer
nativ 90 °C Nativ 90 °C

1 3,5 0,06 1,3 +0,05 0,13 +0,01 <3

2 4,6 £0,09 3,5 10,03 0,16 +0,01 <3

3 2,6 0,05 1,8 +0,06 0,17 +0,01 <3

Tabelle 3: Konzentrationsbestimmung von VEGRg und bFGF in nativer und
hitzebehandelter FF. Die Quantifizierung der Wachstumsfaktoren erfolgteit einem
Quantikine® ELISA von drei nativen und hitzebehdtate Follikelflissigkeit-Pools. Die
Nachweisgrenzen sind vom Hersteller fir VEgFRMit < 5 pg/ml und bFGF mik 3 pg/ml
angegeben.

Nach Erhitzen der FF fir 30 min bei 90 °C war dieGF g5 Konzentration um 61,1 % auf
durchschnittlich 2,2 +0,9 ng/ml reduziemighrend bFGF nach Hitzebehandlung nicht
mehr nachgewiesen werden konnte. Die im ELISA ezheh Daten weisen darauf hin,
dal3 bFGF nicht der mitogene Faktor in hitzebehaed&lF ist, VEGEss aufgrund der

Thermostabilitat als Mito- und Angiogen aber bedicktigt werden mul3.

3.1.4.1. Stimulation der Proliferation und Tubulusfamation mit rh bFGF

Nachfolgend wurde zunachst der Einflu@ von bFGF daig¢ Proliferation und
Tubulusformation der HUVEC Zellen untersucht. Dafiiurden die Zellen mit
rekombinant humanem (rh) bFGF behandelt. Von bes@na Interesse waren bei diesen
Untersuchungen die in FF gemessenen Konzentratide®hVachstumsfaktors. Abbildung
12 zeigt, daf3 die Inkubation der Zellen mit 0,1nmigh bFGF bzw. 0,2 ng/ml rh bFGF im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollen nicht zu eemn signifikanten Anstieg der
Proliferation fiihrte. Eine maximale Stimulation deslwachstums wurde bei 0,5 ng/ml rh
bFGF mit 129,7 £9,9 % detektiert. Der Einsatz vonn/ml rh bFGF hatte keine weitere
Zunahme der Proliferation zur Folge. Als Positivikohe wurden HUVEC Zellen mit 80
% FF inkubiert. Das entspricht, bezogen auf diEkngemessene bFGF Konzentration, ca.
0,12 ng/ml bFGF. Die Proliferation nach Behandluey Zellen mit 80 % FF war mit
241,3 £10,5 % jedoch deutlich hoher, als mit dasgmechenden rh bFGF Konzentration.
Hitzebehandeltes rh bFGF hatte keinen Einflu3 asfZellwachstum.
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Abbildung 12: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit rh
bFGF vor (m) und nach (J) Hitzebehandlung. Die ODsgo nm£SD (%) von rh bFGF behandelten
Zellen ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kolfe dargestellt. Als Positivkontrolle wurde FF
eingesetzt. Die Signifikanzen wurden im Vergleichunbehandelten Zellen ermittelt. *p<0,05.

Die Untersuchungen zur Tubulusformation nach Statoh mit rh bFGF bestatigten die

Resultate aus den Proliferationsexperimenten uadedéSA.
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Abbildung 13: Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit nativem (B) und
hitzebehandelten rh bFGF (C).Die mikroskopischen Bildausschnitte von Stichprolserd im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (A) dargesteirgrofZerung 40x.

Abbildung 13 zeigt, dal3 die Inkubation der HUVECI&e mit 0,2 ng/ml rh bFGF die
Bildung neuer Tubuli induzierte (Abb. 13 B). Mit20ng/ml hitzebehandeltem rh bFGF
war dieser Effekt nicht zu beobachten (Abb. 13[@¢se Ergebnisse zeigen, dalR bFGF als
Bestandteil nativer FF zwar angiogen wirksam istnwitlich aber nur zu einem geringen
Anteil an der starken angiogenen Aktivitat der Fetelligt ist. Der Wachstumsfaktor hat

jedoch keine Relevanz fur die angiogene Aktiviizdbehandelter FF.

3.1.4.2. Stimulation der Proliferation und Tubulusbrmation mit rh VEGF 165

Aufgrund der Hitzestabilitat von VEGF wurde anseBknd gepruft, welchen Einflul3
hitzebehandeltes rh VEGE im Vergleich zu unbehandeltem rh VE{f auf das
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Wachstum und die Tubulusformation der HUVEC Zelet. Abbildung 14 zeigt, dal3 die
Behandlung der Zellen mit 4 ng/ml rh VEGEF das Zellwachstum im Vergleich zu
unbehandelten Zellen auf 135,1 +11,8 % stimuliemét steigenden rh VEGHs

Konzentrationen wurde keine weitere Zunahme dédif@ration erzielt.
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Abbildung 14: Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit rh VEGF (gsvor (m) und
nach (J) Hitzebehandlung. Die ODsgy nm£SD (%) von rh VEGIEss behandelten Zellen ist relativ
zu unbehandelten Zellen dargestellt. Als Positiviale wurden native und hitzebehandelte FF
eingesetzt. Die Signifikanzen wurden im Vergleichunbehandelten Zellen ermittelt. *p<0,05.

Der stimulatorische Effekt von 80 % nativer FF, dee 2,9 ng/ml VEGEs enthalt, war
mit 222,0 6,9 % deutlich hoher als mit 2 ng/ml Vieg bzw. 4 ng/ml rh VEGEgs Die
Inkubation der HUVEC Zellen mit hitzebehandeltemBGF 45 hatte keine signifikant
stimulatorischen Effekte auf das Zellwachstum.

In Analogie zu den Experimenten mit rh bFGF, wullde Effekt von rh VEGEs vor und nach
Hitzebehandlung auf die Tubulusformation von HUVEEllen untersucht. Abbildung 15
zeigt, dal’ 2 ng/ml rh VEGEs die Tubulusbildung stimuliert (Abb. 15 B).
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Abbildung 15: Stimulation der Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit
nativen (B) und hitzebehandeltem rh VEGFgs(C). Die mikroskopischen Bildausschnitte von
Stichproben sind im Vergleich zu unbehandeltenezie(A) dargestellt. VergréRerung 40x.

Dieser Effekt war nach Hitzebehandlung des Wachsfaiktors deutlich reduziert (Abb.
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15 C). Aus diesen Resultaten laf3t sich schlul3folgdaR VEGFes aufgrund seiner
strukturellen Eigenschaften zwar thermostabil islie biologische Aktivitat des
Wachstumsfaktors nach Hitzebehandlung den mitogeafekt hitzebehandelter FF

jedoch nicht ausreichend erklart.

3.1.4.3. Ausschlul3 synergistischer Effekte von rhBGF;65 und rh bFGF

Neben den stimulatorischen Eigenschaften auf dash®#am und die Tubulusformation
von HUVEC Zellen jedes einzelnen Wachstumsfaktonsgrden in der Literatur
synergistische Effekte von VEGF und bFGF beschndgPepper et al., 1998; Mason et al.,
2002; Sun et al., 2004). Deshalb wurden die Ze#limzeln und im Gemisch mit den rh
bFGF und rh VEGfs Konzentrationen inkubiert, die in den Vorversucl®n einem

maximalen Anstieg der Zellproliferation fuhrten.
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Abbildung 16: Proliferation von HUVEC Zellen nach Kostimulation mit rh bFGF und rh
VEGF 65 Die ODsgp nm £SD (%) der mit den rh Wachstumsfaktoren einzehd im Gemisch
behandelten Zellen ist relativ zu unbehandeltenledelals Kontrolle dargestellt. Als
Positivkontrolle wurde FF eingesetzt. Die Signifikan wurden im Vergleich zu mit beiden rh
Wachstumsfaktoren behandelten Zellen ermittelt 0¢0S; **p<0,01.

Abbildung 16 zeigt, dal3 0,5 ng/ml rh bFGF die Reotition der HUVEC Zellen auf 154,7
15,6 % und 4 ng/ml rh VEGEs auf 136,0 5,5 % im Vergleich zur Kontrolle stinguéen.

Die Zunahme des Zellwachstums nach Inkubation @é#e@ mit dem Gemisch beider rh
Wachstumsfaktoren war mit 144,9 13,2 % nicht digant erhoht. Diese Ergebnisse
zeigten auch die Untersuchungen zur Tubulusformatiee in Abbildung 17 dargestellt
sind. Nach Kostimulation der Zellen mit beiden rhadNstumsfaktoren wurde keine

Veranderung der Tubulusbildung im Vergleich mit deinzelnen Wachstumsfaktoren
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behandelten Zellen detektiert (Abb. 17 B). Diesgdbnisse weisen darauf hin, dal3 bFGF
und VEGHFgs fur die FF-stimulierte Tubulusformation méglicheige von untergeordneter

Bedeutung sind.

rh bFGF (ng/ml) - 0,5 -
rh VEGF, .. (ng/ml) - 4 -
FF (%o) - - 20

Abbildung 17: Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Kostimulation mit rh bFGF und

rh VEGF 65 (B). Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit FF inkelt (C). Die
mikroskopischen Bildausschnitte von Stichprobem $in Vergleich zu unbehandelten Zellen (A)
dargestellt. Vergrof3erung 40x.

3.1.4.4. Stimulation der Proliferation und Tubulusbrmation mit FF nach
Immunodepletion von bFGF und VEGF

Zur weiteren Abklarung einer mdglichen Beteiligwan bFGF und VEGF an der mito-
und angiogenen Aktivitat von FF wurden beide Waamstfaktoren durch den Einsatz von
Antikdrpern aus FF entfernt (Immunodepletion). Dafirurde 300 ul FF, die im
Durchschnitt 45 pg bFGF und 150 pg VEGFenthalt, mit Antikérpern gegen bFGF und
VEGF im Uberschuf? inkubiert. Die an die Antikormpebundenen Wachstumsfaktoren
wurden nachfolgend durch die Bindung des Antikéspmn Protein A Sepharose aus der
FF entfernt und die behandelte FF in die Prolifersexperimente eingesetzt. Als
Kontrollen wurden gleiche Zellkulturansatze mit FR, bFGF bzw. rh VEGfs ohne
Antikdrper mit den Konzentrationen inkubiert, bengn zuvor eine maximale Stimulation
der Zellproliferation gemessen wurde. Zusatzlichhden isotypspezifische, jedoch fur das
Epitop nicht relevante Antikérper eingesetzt, urtikiimperbedingte, unspezifische Effekte
ausschlie@en zu konnen. Diese Ansétze hatten keineftuld auf die mit 80 % FF
stimulierte Proliferation der HUVEC Zellen (Abb.cht gezeigt). Parallel dazu wurden die
bFGF und VEGkss Konzentrationen aus Aliquots (L1@) der FF nach Immunodepletion
mittels ELISA bestimmt, um zu Uberprifen, ob Immdepletion erfolgreich war. In
Abbildung 18 ist gezeigt, dal’ die FF-stimuliert@lPeration der HUVEC Zellen durch
Zugabe der Antikdrper gegen die Wachstumsfaktonen geringfligig reduziert wurde.

Dieser Effekt war nur nach Behandlung der FF mmdd-GF Antikdrper signifikant. Das
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Zellwachstum wurde nach bFGF Immunodepletion vo8,2418,9 % auf 224,6 +21,7 %
reduziert. Die Behandlung der Zellen mit 0,5 ngfimbFGF und 4 ng/ml rhVEGEs nach

Immunodepletion hatte keinen stimulatorischen Hftelf die Proliferation.
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Abbildung 18: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen mit FF nach
Immunodepletion von bFGF und VEGF. Die ODsg nm £ SD (%) der Zellen nach
Immunodepletion mit spezifischen Antikérpern (AK¥tirelativ zu unbehandelten Zellen
dargestellt. Als Kontrolle wurden rh bFGF und rh Gfggs, die wie FF behandelt wurden und
native FF eingesetzt. Die Signifikanzen wurden iargleich zu unbehandelter FF, rh bFGF und rh
VEGF45 ermittelt. *p<0,05.

Ahnliche Ergebnisse lieferten die ExperimentenTuiulusformation. In Abbildung 19 ist
gezeigt, dafl3 die Ausbildung der Tubuli durch diemimmodepletion nur geringfligig
beeinflul3t wurde (19 C und D).

FF (%) -

Abbildung 19: Stimulation der Tubulusformation von HUVEC Zellen mit FF nach
Immunodepletion von rh bFGF (C) und rh VEGF45 (D). Die mikroskopischen Bildausschnitte
von Stichproben sind im Vergleich zu unbehande{f&nund mit nativer FF behandelten Zellen
(B) dargestellt. VergrofRerung 40x.

Mit der anschlieBenden Quantifizierung von bFGF MisF 65 im ELISA konnte keiner
der Wachstumsfaktoren in der behandelten FF interhder angegebenen
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Detektionsgrenzen (VEGE<5 pg/ml; bFGF <3 pg/ml) nachgewiesen werden.

3.1.5. Identifizierung und Charakterisierung von FHDL als Mito- und Angiogen
hitzebehandelter FF

3.1.5.1. Identifizierung eines proteinreichen Poolals Mitogen hitzebehandelter FF

Die weitere Aufreinigung der mitogenen Aktivitatsabitzebehandelter FF wurde von den
Kooperationspartnern, Dr. Paletta und Prof. Dr. edof vom Institut fur
Arterioskleroseforschung und vom Institut fur TraasnHand-, und Wiederherstellung-
chirugie der Universitat Munster, durchgefiihrt. hutonen-Austausch-Chromatographie
auf einer DEAE-Sepharose-Saule wurden Uuber einerealen NaCl-Gradienten
verschiedene Fraktionen hitzebehandelter FF isplite von den Kooperationspartnern
auf ihre mitogene Aktivitdt untersucht wurden. BExgke sich, dal3 drei proteinreiche
Fraktionen der hitzebehandelten FF die Proliferatter HUVEC Zellen stimulierten
(Abb. nicht gezeigt). Diese Fraktionen wurden gdfp@mtsalzt und die mitogene Aktivitat
des Pools im Vergleich zu hitzebehandelter FF dieftdnd an HUVEC Zellen getestet.
Abbildung 20 zeigt, dal3 die Proliferation der Zelleach Inkubation mit der gepoolten
proteinreichen DEAE-Fraktion im Vergleich zu hiteblandelter FF auf 643,7 £88,5 %

erhoht war.

— " 1

700
600+
5004
400
3001
2001
1004

ODsg0 nm (%)

80 % FF (90 °C) DEAE Fraktion

Abbildung 20: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit der
DEAE-Fraktion hitzebehandelter FF. Die ODsgp nm £ SD (%) der Zellen nach Behandlung mit
der proteinreichen DEAE-Fraktionen ist relativ zumitogenen Effekt von hitzebehandelter FF
dargestellt. Die Signifikanzen wurden im Vergleichr Behandlung mit hitzebehandelter FF
ermittelt. **p<0,001.

Dieser Anstieg resultierte wahrscheinlich aus efareicherung der mitogenen Aktivitat

in dem Pool der proteinreichen Fraktion.
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3.1.5.2. Identifizierung von Apolipoprotein A-l und A-IV als Bestandteile des

mitogenen Pools

Die weitere Charakterisierung des mitogenen Prptals der hitzebehandelten FF wurde
von den Kooperationspartnern in Munster durchgefitach einer SDS-Gelektrophorese
und anschlieRender Farbung des Gels mit ServaBleigte sich, dal? der mitogene Pool
in finf Banden mit einem Molekulargewicht von 14428 kDA, 43 kDA, 47 kDA und
50 kDa aufgetrennt wurde. Diese Banden wurden aabgédten, in Peptidfragmente
gespalten und die gereinigten Peptide mit einer RMALTOF Massenspektrometrie
analysiert (Shevchenko et al., 1996). Nach Abgleieh erhaltenen Peptidsequenzen mit
SwissProt Datenbanken wurden die ApolipoproteineoAp und ApoA-IV als
Hauptbestandteile der Proteinbanden bei 28 kDA4BKRDA identifiziert. Aussagen Uber
die Identitat der Banden mit einer Gro3e von 47 kbl 50 kDA konnten nicht getroffen
werden. Zusatzlich wurde eine Vielzahl schwach dpeét Banden mit geringerem
Molekulargwicht und Modifikationen verschiedener lséurereste der Apolipoproteine
nachgewiesen. Fur die weiteren Untersuchungen wantfediese Komponenten des
proteinreichen, mitogenen Pools von hitzebehandé&lke nicht ndher eingegangen. Die
Apolipoproteine ApoA-I und ApoA-IV sind die am hagdten vorkommenden Proteine
auf HDL-Partikeln. Daher wurde aus diesen Ergelemisie Hypothese abgeleitet, dal? die
mitogene Aktivitat von hitzebehandelter FF aufitallares HDL (FHDL) zurickzufihren

sein kdnnte.

3.1.5.3. Stimulation der Proliferation und Tubulusbrmation mit FHDL

Nachfolgend wurde gepruft, ob FHDL die Proliferatiend Tubulusformationvon HUVEC
Zellen beeinflul3t. Dafir wurde aus FF-Pools mittBlighte-Gradienten-Zentrifugation
(Havel et al., 1955) von den Kooperationspartnemn Minster FHDL isoliert, die

Proteinkonzentration bestimmt und HUVEC Zellen minterschiedlichen FHDL

Konzentrationen behandelt. Die Ergebnisse sind bbildung 21 und 22 dargestellt.
Abbildung 21 zeigt, daR FHDL das Wachstum der Zelosisabhangig bis zu einem
maximalen Anstieg auf 222,6 £38,8 % bei 0,4 mg/HDE stimuliert. Die Inkubation der

Zellen mit héheren FHDL Konzentrationen reduziefie Zellproliferation auf 191,7 +46,3 %
bis 2 mg/ml FHDL. Dieser Effekt war nicht abhangign der Inkubationszeit, d. h. eine
Steigerung der Zellproliferation nach 48 h bzw. F2vurde nicht detektiert (Abb. nicht
gezeigt).
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Abbildung 21: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Behandlung mit
FHDL. Die ODsgo nmx SD (%) der Zellen nach Behandlung mit FHDL &lativ zu unbehandelten
Zellen als Kontrolle dargestellt. Als Positivkoriteo wurde FF eingesetzt. Die Signifikanzen
wurden im Vergleich zur unbehandelten Zellen egtiittp<0,05; **p<0,01.

Um zu klaren, ob FHDL auch die Tubulusformation d&UVEC Zellen beeinfluf3t,
wurden die Zellen auf einer Matrigel™ Matrix mitrd€HDL Konzentrationen inkubiert,
die in den vorangegangenen Untersuchungen dierdkdgration maximal stimulierten. In
Abbildung 22 ist gezeigt, da’ 0,2 mg/ml FHDL (A2 B) und 0,4 mg/ml FHDL (Abb.
22 C) die Tubulusformation dosisabhangig stimubiert
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Abbildung 22: Dosisabhangige Stimulation der Tubulusformation vonHUVEC Zellen nach
Inkubation mit FHDL (B und C). Die mikroskopischen Bildausschnitte von Stichprobir im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (A) und FF alsitRdwontrolle dargestellt (D). Vergrof3erung
40x.

Weitere Hinweise fir den mito-

und angiogenen Hffekon FHDL lieferten
Untersuchungen mit FHDL-depletierter FF. Nach kwing von FHDL wurde die
verbliebene FF entsalzt und in die Proliferatiopszimente eingesetzt. Abbildung 23
zeigt, dal3 FHDL-depletierte FF die Proliferatiom dellen auf 133,3 +4,5 % im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle stimulier@ieser Effekt war deutlich geringer als mit nativer

FF (362,5 +41,5 %).
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Abbildung 23: Reduktion der Proliferation von HUVEC Zellen nach Behandlung mit FHDL-
depletierter Follikelflissigkeit (FF-HDL). Die ODsgo nmx SD (%) der Zellen nach Behandlung
mit FF, FF-HDL und FHDL ist relativ zu unbehandaltéellen als Kontrolle dargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zu unbehandelelien ermittelt. *<0,05; **p<0,01.

Die Behandlung der Zellen mit 0,4 mg/ml FHDL stetgedas Zellwachstum auf 207,5
+22,4 %. Aufgrund dieser Daten war anzunehmen, FldBL malgeblich an der mito-

und angiogenen Aktivitat von FF beteiligt ist.
3.1.6. Charakterisierung der mitogenen Aktivitat vax FHDL

3.1.6.1. Cholesterolreichea-HDL als mitogene Fraktion von FHDL

Weiterfihrende Untersuchungen der Arbeitsgruppe Kiesperationspartners Prof. Dr.
Nofer haben gezeigt, dal3 der ApoA-I Gehalt der hedsbnen Follikelflissigkeit nach
FHDL-Isolierung von 23,20 +0,01 mg/dl auf 4,80 xDjfg/dl (n=4) reduziert war. Ebenso
sank der Gehalt von HDL-Cholesterol von 12,20 +234602,25+1,50 mg/dl. Mit einer 2-
Dimensionalen Gelelektrophorese konnte eine déwgtiReduktion der Phospholipide, der
cholesterolreichena- und eine geringe Reduktion der &DL-Fraktion nach
Ultrazentrifugation nachgewiesen werden (Abb. nigbzeigt). Diese kénnen aufgrund
ihrer geringen GrolRe nicht in die zu isolierende DEH-raktion wahrend der
Ultrazentrifugation flotieren. Das deutet darauf,ldal’ Gberwiegend die cholesterolreiche

a- im isolierten FHDL vorhanden und mitogen ist.

3.1.6.2. Stimulation der Proliferation und Tubulusbrmation mit hitzebehandeltem
FHDL

Um Aufschluf’ dartber zu erhalten, welche Komponerie der mito- und angiogenen
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Aktivitat von FHDL beteiligt sind, wurde zunachsitives FHDL in Analogie zur FF bei
90 °C erhitzt und mit Aktivkohle (AK) behandelt. Milieser Methode werden assoziierte
Komponenten z. B. Hormone und Steroide entfernschiieRend wurde die Proliferation
und Tubulusformation der Zellen im Vergleich zu ivetn, unbehandeltem FHDL

untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 Rhdjezeigt.
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Abbildung 24: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit hitze-
und AK-behandeltem FHDL. Die ODsgp nm = SD (%) der Zellen nach Behandlung mit
modifiziertem und nativem FHDL ist relativ zu unlaeldelten Zellen als Kontrolle dargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zu nativem, urdoatheltem FHDL ermittelt. *p<0,05.

In Abbildung 24 ist gezeigt, daf’3 hitzebehandeltefDE das Zellwachstum mit 238,8
+18,8 % starker stimulierte als unbehandeltes FHQ@BO,7 16,7 %). Die AK-
Behandlung von FHDL hatte keinen signifikanten EiRfauf die Proliferation. Bei den

Untersuchungen zur Tubulusformation zeigten sichliétine Ergebnisse (Abb. 25)

FHDL (mg/ml) - 0,5

Abbildung 25: Stimulation der Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit
hitze- (C) und AK-behandeltem FHDL (D). Die mikroskopischen Bildausschnitte von
Stichproben sind im Vergleich zu unbehandelteny#d mit nativem FHDL behandelte Zellen (B)
dargestellt. VergréRerung 40x.

Die Hitzebehandlung hatte im Vergleich zu unbehfiade FHDL keinen wesentlichen
Effekt auf die Tubulusformation (Abb. 25 C). NacletBndlung mit AK wurde eine

geringfugig schwachere Ausbildung der Tubuli bedbieic (Abb. 25 D). Diese Daten
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weisen darauf hin, daf’ die mito- und angiogenewi{éti von FHDL thermostabil ist und

maoglicherweise auf eine FHDL-assoziierte Komponewmtgickzuflhren ist.

3.1.6.3. Identifizierung der Lipidfraktion als Mito gen von FHDL

Um weitere Aufschlisse daruber zu erhalten, weliHBL-Bestandteile an der mito- und
angiogenen Aktivitdt des Lipoproteines beteiligtndsi wurden FHDL-assoziierte
Lipidfraktionen und Proteine in physiologisch wigksen Konzentrationen in die
Untersuchungen zur Zellproliferation mit einbezagere dafir notwendigen Substanzen
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Nofer zurrfidgung gestellt. Aus Abbildung 26
ist ersichtlich, da nur die Behandlung der HUVEE@lleh mit der Lipidfraktion von
FHDL, entsprechend 0,5 mg/ml FHDL, die Proliferatider Zellen mit 195,8 £17,6 %
ahnlich stimulierte, wie FHDL. Gereinigtes ApoAApoA-1V, und Phosphatidylcholin
Vesikel mit und ohne ApoA-I hatten keinen wachstiérdernden Effekt.
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Abbildung 26: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Behandlung mit einer
FHDL-Lipidfraktion (HDL-LF) aquivalent zu 0,5 mg/ml FHDL. Die Zellen wurden zusétzlich
mit gereinigtem ApoA-l, ApoA-IV, Phosphatidylcholiesikeln (Lipo: 50 pug/ml Phospholipid),
und ApoA-I-Phosphatidylcholin (LipoA-I mit 20 pg/mirotein, 50 pg/ml Phospholipid) inkubiert.
Als Positivkontrolle wurde plasmatisches HDL (pl-HDeingesetzt. Die Oy nmt SD (%) der
Zellen nach Behandlung mit den FHDL-Komponenten phHDL ist relativ zu unbehandelten
Zellen als Kontrolle dargestellt. Die Signifikanzemirden im Vergleich zu unbehandelten Zellen
ermittelt. **p<0,01.

Diese Ergebnisse zeigen, dald ein lipidarer, hibdsta Bestandteil des FHDL in die

mitogene Aktivitat des follikularen Lipoproteinsviblviert ist.
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3.1.6.4. Quantifizierung von Sphingosin 1-Phosphat FF und FHDL

Plasmatisches HDL enthalt unterschiedliche, mitogmksame Lysophosphospholipide.
Dazu gehoren u. a. Lysophosphatidsaure (LPA) utdn8psin 1-Phosphat (S1P) (Murata
et al., 2000; Arai et al., 2004; Rivera und Chu®&0 Aus der Arterioskleroseforschung
ist bekannt, dal® vor allem das HDL-assoziierte &iRan den mito- und angiogenen
Effekten des Lipoproteins beteiligt ist (Sattlerdubevkau, 2009; Argraves et al., 2008).
Deshalb wurde von den Kooperationspartnern in Miingtit Hilfe der HPLC Methode
nach einer 2-Schritt Lipidextraktion untersucht,®bP in FF und FHDL im Vergleich zu
plasmatischem HDL nachzuweisen ist. Es konnte gererden, dal? sowohl FF als auch
FHDL S1P enthalten. In drei verschiedenen FF Paalslen durchschnittlich 0,17 pmol/l
S1P gemessen. Zusatzlich wurde mit dieser Methestgdstellt, dal’3 der S1P Gehalt in FF
nach FHDL-Isolierung deutlich reduziert war. Dasiswedarauf hin, da3 S1P in FF
hauptséachlich mit FHDL assoziiert ist (Abb. nicletzgigt).

3.1.6.5. Inaktivierung von FHDL mit Alkalischer Phosphatase

S1P ist ein Produkt aus dem Sphingomyelin-Stoffwetidas nur durch Phosphorylierung
des Sphingosins uber die Sphingosinkinase biolbgagtiv ist (Hannun und Obeid, 2008;
Bartke und Hannun, 2008). Deshalb wurde UberpaldftFHDL-assoziiertes S1P an den
mito- und angiogenen Effekten von FHDL beteiliginskonnte. Dafir wurde FHDL mit
Alkalischer Phosphatase (AP) behandelt und dasvdelistum im Vergleich zu FHDL
gemessen, das der gleichen Behandlung, nur ohreb2wes Enzyms, unterzogen wurde.
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Abbildung 27: Reduzierte Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit AP-
behandeltem FHDL. Die ODsgo nm £ SD (%) der Zellen nach Inkubation mit 0,5 mg/AiP-
behandeltem und unbehandeltem FHDL ist relativ zbetandelten Zellen als Kontrolle
dargestellt. Die Signifikanz wurde im Vergleich zumitogenen Effekt unbehandelter FF ermittelt.
**p<0,01. *p<0,05

Abbildung 27 zeigt, daR die Stimulation der HUVEQIlIZn mit 0,5 mg/ml AP-
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behandeltem FHDL zu einer deutlichen ReduktionfleBL stimulierten Zellwachstums
von 195,6 +26,0 % auf 118,2 £8,8 % flhrte.

Die Untersuchungen zur Tubulusformation von HUVEE@lleh mit gleichen Versuchs-
ansatzen bestatigten die Ergebnisse der Prolibesgkperimente. In Abbildung 28 ist
gezeigt, dal3 die AP-Behandlung von FHDL im Verdieamu unbehandeltem FHDL nur
eine geringfigige Tubulusbildung induzierte (AbB.Q).

v
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Abbildung 28: Reduzierte Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit AP-
behandeltem FHDL (C).Die mikroskopischen Bildausschnitte von Stichprobmd im Vergleich
zu unbehandelten Zellen (A) und mit unbehandelt¢tbIE inkubierten Zellen (B) dargestellit.
VergroRerung 40x.

Diese Daten lieferten deutliche Hinweise auf eirseiBigung von S1P an der mito- und
angiogenen Aktivitat von FHDL. Daflir sprechen zmbé&éh Analysen der
Kooperationspartner mit modifiziertem FHDL. Nach -BBhandlung war S1P im FHDL
nicht mehr nachweisbar, wéahrend die Hitzebehandkaemgen Einflu3 auf den S1P Gehalt
hatte. Die Behandlung mit Aktivkohle reduzierte &#&P Menge von FHDL geringfugig
(Abb. nicht gezeigt).

3.1.7. Stimulation der Proliferation und Tubulusformation mit S1P

Um zu zeigen, in wieweit S1P als FHDL-assoziiettgsosphingolipid an der mito- und
angiogenen Aktivitdt von FHDL beteiligt ist, wurdé¢tUVEC Zellen mit kommerziell
erhaltlichem S1P mit den Konzentrationen, die ingéEmessen wurden, behandelt und die
Proliferation und Tubulusformation untersucht. Die Ergebnisse der
Proliferationsexperimente sind in Abbildung 29 d=tgllt. Die Stimulation der Zellen mit
0,15 umol/l S1P fihrte zu einem maximalen Proliferatiorsdeeg auf 169,8 +8,5 % im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Dieser Effektr \waringer ausgepragt als mit 0,5
mg/ml FHDL und 80 % FF. Mit zunehmenden S1P Konadianen wurde keine weitere
Steigerung des Zellwachstums erzielt. Bigndol/l S1P wurde die Proliferation auf 133,8

+14,9 % reduziert, 1@dmol/l S1P stimulierten das Zellwachstum nicht.
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Abbildung 29: Stimulation der Proliferation von HUVEC Zellen nach Behandlung mit S1P.
Die Zellen wurden mit S1P sowie mit 80 % FF und §§/ml FHDL als Positivkontrollen
behandelt. Die OBy nmt SD (%) der Zellen nach Inkubation mit S1P, FE &tDL ist relativ zu
unbehandelten Zellen als Kontrolle dargestellt. Eignifikanzen wurden im Vergleich zu
unbehandelten Zellen ermittelt. *p<0,05; **p<0,01.

Die Ergebnisse zur Tubulusformation mit S1P, dieAinbildung 30 dargestellt sind,
zeigten, dald die Ausbildung der Tubuli mit OiBol/l S1IP am stérksten induziert wurde
(Abb. 30 B). Ein Konzentrationsanstieg auf @@ol/l S1P fuhrte zu einer geringeren
Tubulusformation (Abb. 30 C), die bis gmol/l S1P ein identisches Bild mit den
Kontrollen zeigten (Abb. nicht gezeigt).

K

' C 400pm
S1P (umol/l) - 0,15 0,3

Abbildung 30: Stimulation der Tubulusformation von HUVEC Zellen nach Behandlung mit
S1P (B und C).Die mikroskopischen Bildausschnitte von Stichprolsnd im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (A) dargestellt. VergroRerdiony

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 S1P in den Konzemteatj die in FF gemessen wurden, das

Wachstum und Tubulusformation von HUVEC Zellen maxii stimuliert.

3.1.7.1. Inaktivierung von S1P mit Alkalischer Phoghatase
Weitere Hinweise darauf, daR S1P an der mito- umgiogenen Aktivitat von FHDL

beteiligt ist, sollten Untersuchungen zur Prolifema und Tubulusformation liefern, bei

denen S1P in Analogie zu den Experimenten mit FIHIXAP behandelt wurde.
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Abbildung 34: Reduktion der Proliferation von HUVEC Zellen nach Inkubation mit AP-
behandeltem S1PDie ODsgo nmt SD (%) der Zellen nach Inkubation mit AP-behdtate und
unbehandeltem S1P st relativ zu unbehandelten eZeldls Kontrolle dargestellt. Als
Positivkontrollen wurden FHDL und FF eingesetzte [ignifikanzen wurden zu unbehandelten
Zellen ermittelt ** p<0,01.

Die Ergebnisse in Abbildung 34 und 35 zeigen, da@ Hroliferation und die
Tubulusformation durch die AP-Behandlung im Verdgheizu unbehandeltem S1P auf
Werte der Kontrolle reduziert waren (Abb. 35 C).

. e o oy
S1P (umol/ly - 0,15 0,15+AP

Abbildung 35: Reduzierte Tubulusformation von HUVEC Zellen nach &mulation mit AP-
behandeltem S1P (C)Die mikroskopischen Bildausschnitte von Stichgmokind im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (A) und mit unbehandeltem S$dRubierte Zellen (B) dargestellt.
VergroRerung 40x.

Diese Resultate weisen darauf hin, dal3 S1P ein onitth angiogener Faktor von FHDL
Ist.
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3.1.8. Untersuchungen zur Signaltransduktion

3.1.8.1. Beteiligung der PI3-Kinase, Proteinkinas€ und ERK an der FF-, FHDL-

und S1P-stimulierten Proliferation

Aus Studien Uber die mitogene Aktivitat von plassatem HDL und S1P an HUVEC
Zellen ist bekannt, dal die Effekte von HDL und SiBer gemeinsame
Signaltransduktionswege vermittelt werden (Minecakt 2003; von Eckardstein et al.,
2005; Fieber et al., 2006; Sumi et al., 2007; Wengl., 2008). Ein zentraler Mediator fir
Proliferation und Angiogenese von HUVEC Zellen dunglasmatisches HDL ist die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinas€)b diese und andere Kinasen fir die mito- und
angiogenen Effekte von FF, FHDL und S1P von Bed®autwsind, sollte mit
pharmakologischen Inhibitoren der fur die Prolifema und Tubulusformation relevanten
Kinasen untersucht werden (Mendez, et al., 1991lldwet al., 1995; Garver et al., 1997;
Kimura, et al., 2001; Kimura, et al., 2006). Dafurden die Zellen 30 min mit 25 pmol/l
Ly29004, einem PI3-Kinase Inhibitor, 12,5 pmol/l ,H&inem Proteinkinase C (PCK)
Hemmer und 25 pmol/l PD98059, einem Inhibitor deEKAL Kinase vermittelten
ERK1/2 Aktivierung, vorbehandelt. AnschlieRend wenmdZellen in Anwesenheit der
Inibitoren mit FF, FHDL und S1P inkubiert und daalli@achstum im Vergleich zu nicht
mit den Inhibitoren vorbehandelten und unbehandefiellen gemessen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Proliferation von HUVEC Zellen nach Behandlung mit Kinase-Inhibitoren
sowie FF, FHDL und S1PDie ODsgo nmtSD (%) der behandelten Zellen ist relativ zu denden
Ldsungsmitteln der Inhibitoren behandelte Zelles Hbntrolle dargestellt. Die Signifikanzen
wurden im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ettelt. *p<0,05, **p<0,01.
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Die Vorbehandlung der Zellen mit Ly29004 reduziedie mit 80 % FF stimulierte
Proliferation teilweise von 395,7 +26,7 % auf 21341 %. Im Gegensatz dazu konnte
nach Inkubation der Zellen mit 0,5 mg/ml FHDL und®umol/l S1P mit diesem Inhibitor
im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle keine sifikant veranderte Proliferation
nachgewiesen werden. Als nachgeschaltete Kinaserl@eKinase sind u. a. Mitogen-
Aktivierte-Protein-Kinasen (MAP-Kinasen), Extrazg#ir-Regulierte-Kinasen (ERK) und
die Proteinkinase C (PKC) beschrieben (Kawasakalet 2003; Mineo et al., 2003;
Schmidt et al.,, 2006). Deshalb wurden Inhibitorear fdiese Kinasen in die
Untersuchungen einbezogen. Die Vorbehandlung déerZenit dem PKC Inhibitor H7
reduzierte das Zellwachstum nach Inkubation mi#86F deutlich auf 127,9 4,1 %. Die
gemessenen Werte waren jedoch signifikant zur Lgsmittelkontrolle erhoht. Ahnliche
Ergebnisse wurden mit dem Inhibitor, FHDL und SEpgssen. Nach Vorbehandlung der
Zellen mit H7 wurde nur durch Inkubation mit O,A&ol/l S1P mit 115,2 + 2,7 % ein zur
Losungsmittelkontrolle  signifikant erhdhtes ZelMagtum detektiert. Die FHDL-
stimulierte Proliferation wurde durch den Inhibiteollstandig gehemmt. Die Hemmung
der ERK-Aktivierung mit PD98059 und die anschliefkerninkubation der Zellen mit FF
induzierten mit 142, +12,5 % ein deutlich geringe&achstum als ohne den Inhibitor
(395,7 £26,7 %). Die FHDL- und S1P-stimulierte Hewhtion wurde mit PD98059
vollstandig auf Werte der Losungsmittelkontrollduegiert.

Diese Ergebnisse zeigen die zentrale BeteiligungPd@-Kinase, ERK und der PKC an
den mito- und angiogenen Effekten von FHDL und SHr das FF-stimulierte
Zellwachstum von HUVEC Zellen scheinen diese Kimageloch nur bedingt relevant zu

sein.

3.1.8.2. Nachweis von Proteinphosphorylierungen imlvierter Kinasen

3.1.8.2.1. Stimulation der Phosphorylierung von AKTKinase und ERK1/2 mit FF

Die Aktivierung von Kinasen wird durch die Phospii@rung an speziellen Aminoséuren
induziert und stellt damit einen wesentlichen PRoZér die Signaltransduktion dar.
Deshalb wurde untersucht, ob FF, FHDL und S1P dktivierung der PI3-Kinase
nachgeschalten AKT-Kinase induzieren. Diese Kinasgird durch Vviele
Wachstumsfaktoren PI3-Kinase abhangig an Ser437hr@D8 phosphoryliert und ist ein
zentrales Schlisselenzym bei mito- und angiogemeaeBsen (Dimmeler und Zeiher,
2000; Morales-Ruiz et al., 2001; Fieber et al., 0%an et al.,, 2008). Aufgrund der
Ergebnisse aus den Proliferationsexperimenten wuargsitzlich die Aktivierung von
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ERK1/2 untersucht. Dafur wurden HUVEC Zellen zuenst 80 % FF inkubiert und nach
0 min, 10 min und 30 min geerntet. Mit phosphogrepezifischen Antikdrpern wurde
im Western Blot anschlieBend die Proteinphosphemytig im Vergleich zum
Gesamtprotein der jeweiligen Kinase untersucht, das einem zweiten Antikorper
detektiert wird. Die Quantifizierung erfolgte semgptitativ, indem die Signale der
Phosphoantikorper relativ zum Gesamtprotein demstdsch ausgewertet wurden. Da nur
Aussagen uber eine Zu- bzw. Abnahme der phosplkadsti Kinasen getroffen werden
sollten, wurde auf die grafische Darstellung veriat. Die Abbildung 37 zeigt, dal3 die
Inkubation der HUVEC Zellen mit FF nach 10 min zomeen Anstieg der phosphorylierten
AKT-Kinase (Ser473) fuhrte (Abb. 37 A, Spur 2). Mesamtproteinmenge nahm nach 10
min geringfugig zu (Abb. 37 A, Spur 5). Dieser Kifevar beim phosphorylierten Protein
deutlich starker ausgepragt und blieb bei 30 mimalsegn (Abb. 37 A, Spur 3). Die
Untersuchungen zur Phosphorylierung von ERK1/2 Z04j zeigten &hnliche Ergebnisse.
Im Vergleich zum Gesamtprotein stieg die Menge pbasphoryliertem ERK1/2 nach 10
min an (Abb. 37 B, Spur 2). Nach 30 min wurde mér dyeringen Reduktion von
phosphoryliertem ERK1/2 eine geringfligige Zunahmeg G@esamtproteins detektiert (Abb.
37 B, Spur 3 und 6). Diese Resultate zeigen, da@i¢-Rktivierung von AKT-Kinase und
ERK1/2 induziert und spricht fir eine Beteiligungeskr Kinasen an den mito- und

angiogenen Effekt von FF.
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Abbildung 37: AKT-Kinase- und ERKZ1/2-Phosphorylierung bei HUVEC Zellen nach
Stimulation mit FF. Die Zellen wurden mit 80 % FF inkubiert, zu demy@gebenen Zeitpunkten
geerntet und 4Qg Proteinlysat im Western Blot analysiert. Dargéissend représentative Western
Blots, die die Phosphorylierung der AKT-Kinase &&) (A, Spur 1-3) und ERK1/2 (Tyr204) (B,
Spur 1-3) im Vergleich zum Gesamtprotein (A undBur 4-6) zeigen.

Nachfolgende Experimente mit FHDL-depletierter BHten zeigen, ob das Entfernen von
FHDL aus FF Auswirkungen auf die FF stimulierte Spfworylierung der untersuchten

Kinasen hat.
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Abbildung 38: AKT-Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung nach Inkubation von HUVEC
Zellen mit nativer FF und FHDL-depletierter Follike Iflissigkeit (FF-FHDL). Die Zellen
wurden mit 80 % FF und FF-FHDL inkubiert, zu degegebenen Zeitpunkten geerntet undugO
Proteinlysat im Western Blot analysiert. Dargestsihd reprasentative Western Blots, die die
Phosphorylierung der AKT-Kinase (Ser473) (A, Spt8) ind ERK1/2 (Tyr204) (B, Spur 1-3) im
Vergleich zum Gesamtprotein (A und B, Spur 4-6)yeai

Abbildung 38 zeigt, dal3 FHDL-depletierte FF die §tworylierung der AKT-Kinase zwar
induziert (Abb. 41 A, Spur 3), dieser Effekt abeutich schwéacher ausgepragt ist als mit
nativer FF (Abb. 38 A, Spur 2). Das konnte auchdi@ Phosphorylierung von ERK1/2
(Tyr204) gezeigt werden (Abb. 38 B, Spur 3 und@Ese Daten weisen darauf hin, daf3
FF nach FHDL-Isolierung noch weitere Faktoren eltlthe zu einer Phosphorylierung
von AKT-Kinase und ERK1/2 fuhren. Aufgrund der reshuten Signalstarke von FHDL-
depletierter FF l&R3t sich jedoch schlulZfolgern, def3Stimulation der Zellen mit FHDL

als Bestandteil der FF zu einer Aktivierung der AKihase und ERK fiihren kénnten.

3.1.8.2.2. Stimulation der Phosphorylierung von AKTKinase und ERK1/2 mit FHDL

AnschlieRend wurde gepriift, ob FHDL die AKT-Kinasad ERK1/2 phosphoryliert.
Dafur wurden die Zellen mit der FHDL Konzentratih5 mg/ml FHDL) inkubiert, die
das Zellwachstum maximal stimulierte. Die Ergebmissxd in Abbildung 39 dargestelit.
Wie bei den Untersuchungen mit FF, wurde eine Zomahder AKT-Kinase
Phosphorylierung (Abb. 39 A, Spur 2) im Vergleiamz Gesamtprotein 10 min detektiert
(Abb. 39 A, Spur 5). Ein Anstieg der ERK1/2 (Tyr2®hosphorylierung wurde bei diesen
Experimenten erst nach 30 min beobachtet. DiedekE&ifvar deutlich geringer ausgepragt
als bei der Phosphorylierung der AKT-Kinase. Diésgebnisse zeigen, dal3 FHDL die
AKT-Kinase und ERK1/2 Phosphorylierung induzierige dStarke der Induktion aber

geringer als mit FF war.
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Abbildung 39: AKT-Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation von HUVEC
Zellen mit FHDL. Die Zellen wurden mit 0,5 mg/ml FHDL inkubiert zlen angegebenen
Zeitpunkten geerntet und 4Qg Proteinlysat im Western Blot analysiert. Dargiistsind
reprasentative Western Blots, die die Phosphoytigrder AKT-Kinase (Ser473) (A, Spur 1-3)
und ERK1/2 (Tyr204) (B, Spur 1-3) im Vergleich z@asamtprotein (A und B, Spur 4-6) zeigen.

3.1.8.2.3. Stimulation der Phosphorylierung von AKTKinase und ERK1/2 mit S1P

Abschlie3end sollte der Effekt von S1P auf die Bhosylierung der AKT-Kinase und
ERK1/2 untersucht werden. Daflir wurden die ZellehGyLl5umol/l S1P inkubiert. Diese
Konzentration stimulierte die Proliferation der [alin den vorangegangen Experimenten
maximal. Abbildung 40 zeigt, dal} die Proteinmenge phosphorylierten AKT-Kinase
(Abb. 40 A, Spur 2) im Vergleich zum Gesamtproteath 10 min deutlich anstieg (Abb.
40 A, Spur 5). Nach 30 min wurde keine weitere Zuma der Phosphorylierung detektiert
(Abb. 40 A, Spur 3). Diese Ergebnisse zeigten adiehUntersuchungen zur ERK1/2
Phosphorylierung (Abb. 40 B, Spur 2). Nach 30 nahm die Menge der phosphorylierten
ERK1/2 jedoch weiter zu (Abb. 40 B, Spur 3).
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Abbildung 40: AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation von HUVEC Zellen

mit S1P. Die Zellen wurden mit 0,1mmol/l S1P inkubiert, zu den angegebenen Zeitpunkten
geerntet und 4Qg Proteinlysat im Western Blot analysiert. Dargéistend représentative Western
Blots, die die Phosphorylierung der AKT-Kinase &&) (A, Spur 1-3) und ERK1/2 (Tyr204) (B,
Spur 1-3) im Vergleich zum Gesamtprotein (A undpBur 4-6) zeigen.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dal3 S1P wiad~FHDL die Phosphorylierung
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der AKT-Kinase und ER1/2 induzieren.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden FHDhd S1P als Mito- und Angiogene
der FF identifiziert und die stimulatorischen Etiekler in FF vorkommenden FHDL und
S1P Konzentrationen auf die Proliferation und Tubfdrmation von HUVEC Zellen

gezeigt. In diese Effekte sind die PI3-Kinase, Eieteinkinase C und ERK involviert.
Zusatzlich wurde die Induktion der AKT-Kinase- uitRK1/2-Phosphorylierung durch
FF, FHDL und S1P nachgewiesen.

3.2.  Untersuchungen zur Migration und Progesteronsythese humaner

Granulosaluteinzellen

Die Entstehung des Corpus luteum ist nicht durah mliassive Vaskularisierung und
Proliferation von Endothelzellen gepragt. Die Migya von Granulosaluteinzellen in die
zentrale Kavitdt des kollabierten Follikels und dignthese des Gelbkdrperhormons
Progesteron sind ebenso wichtige zellbiologischezésse fur die Entwicklung und
Funktionalitat eines Corpus luteum. Deshalb warziweiten Teil der Arbeit zu klaren,

welchen EinfluR FF auf diese Prozesse ausibt.

3.2.1. Zellkultur von humanen, primaren Granulosalueinzellen

Fur die Untersuchungen zur Migration und Progest®mthese eignen sich humane
Granulosaluteinzellen, die aus Follikelaspiratem WRatientinnen isoliert wurden. Diese
haben sich im Rahmen der Kinderwunschbehandlunger eiHormonbehandlung
unterzogen. Nach Separation Uber einen Ficoll-@rddn wurden die Zellen zur
Depletion von Erythrozyten mit Hamolysepuffer bethalh und Zellkulturen angelegt. In
Abbildung 41 ist ein Beispiel fur eine Zellkulturorn primaren Granulosaluteinzellen

dargestellt.
‘:,q,;: s
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Abbildung 41: Zellkultur humaner, primarer Granulosaluteinzellen. Die Entwicklung der
Zellkultur vom Tag der Isolierung aus Follikelagpén (A) ist Gber 14 Tage bis zur Passage 3 (D)
dargestellt. VergréRerung 200x.
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Direkt nach Isolierung aus den Follikelaspiratengtssn die Zellen ein heterogene
Morphologie (Abb. 41 A und B), die méglicherweisedem Vorhandensein verschiedener
Zelltypen (kleine Thekaluteinzellen, Leukozytenghendet liegt. Aufgrund des Fehlens
eines eindeutigen Granulosazellmarkers in dieseadi®nh der Lutealphase war eine
Identifizierung der Granulosaluteinzellen nicht ricly Granulosaluteinzellen sind jedoch
aufgrund ihrer Morphologie und GréfRe sowie den groRlengen von gespeicherten
Cholesterolestern in Vesikeln nach Adharenz gut anderen Zellen, z. B. den kleineren
Thekaluteinzellen, zu unterscheiden. Der geschdnteil dieser Zellen lag unter 10 %
der in einer Zellkulturflasche kultivierter ZelléAbb. 41 C und D). Zellkulturen mit einer
morphologisch ausgepragten Heterogenitdt wurdemworéen. Fir die durchgefihrten
Experimente zur Migration wurden primare Granulosahzellen bis zur
Zellkulturpassage 3 und HGL5-Zellen, eine immosialite Granulosaluteinzelllinie, die
alsin vitro Modell in der reproduktionsmedizinischen Forschetapliert ist, verwendet
(Sonntag et al., 2005; Copland et al., 2002).

3.2.2. Stimulation der Migration mit FF

Zunéchst wurde untersucht, ob FF die Migration ywiméaren Granulosalutein- und
HGL5-Zellen beeinflut. Fur diese Untersuchungemdsuein Boyden-Kammer-System
verwendet, bei dem die Zellen durch eine porése Mamin Richtung der FF im unteren
Teil der Kammer migrieren. Die migrierten Granulosainzellen wurden nach 20 h mit
Kristallviolett gefarbt und die optische Dichte deérbung bei 560 nm photometrisch
gemessen. Die Quantifizierung der Migration erfelgiurch die Bestimmung des
prozentualen Anteils der gemessenen optischen ®idét stimulierten Zellen relativ zu
unbehandelten Zellen als Kontrolle (100 %). Die dbrgsse sind in Abbildung 42
dargestellt. FF stimuliert die Migration von prireér Granulosalutein- und HGL5-Zellen
dosisabhéngig. Wéahrend 80 % FF bei primaren Graallteinzellen zu einem maximalen
Anstieg der Migration auf 903,4 £1,69 % im Vergleizu unbehandelten Zellen fihrte,
wurde bei HGL5-Zellen eine maximale Stimulation &1f0,4 % +6,7 % mit 40 % FF
gemessen. Nach Erreichen dieser Maxima war die adar der priméren
Granulosaluteinzellen bei 100 % FF auf 794, 2 +36,4ind bei HGL5-Zellen auf 266,8
16,0 % reduziert. Obwohl die Induktionsstarke derigmdtion bei primaren
Granulosaluteinzellen mit der Zellcharge variiesteyde die maximale Migration immer
bei 80 % FF gemessen. Diese Daten zeigen, dal3 BFatronsfordernde Substanzen
enthalt.
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Abbildung 42: Dosisabhangige Stimulation der Migraton von Granulosaluteinzellen nach
Stimulation mit unterschiedlichem FF Gehalt. Die OD #SD (%) der mit FF behandelten
primaren Granulosaluteinzelle®Y und HGL5-Zellen [(J) sind relativ zu unbehandelten Zellen als
Kontrolle dargestellt. Die Signifikanzen wurden Wergleich mit unbehandelten Zellen ermittelt.
**p<0,01.

3.2.2.1. Stimulation der Migration mit hitzebehandéer FF

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen sollte digrationsférdernde Aktivitat der FF
naher charakterisiert werden. Um zu priufen, ob nilostabile Substanzen an dem
stimulatorischen Effekt der FF beteiligt sind, weildF in Analogie zu den Experimenten
mit humanen Endothelzellen bei 90 °C erhitzt uné dberstande anschlieRend in die
Migrationsexperimente eingesetzt. In Abbildung gt3gezeigt, dal3 hitzebehandelte FF die
Migration von primaren Granulosaluteinzellen vor3®8+39,1 % auf 210,4 £11,3 %
reduzierte. Ahnliche Ergebnisse wurden bei HGL3efel gemessen. Nach
Hitzebehandlung sank die mit 40 % nativer FF stientd Migration von 261, +4,8 % auf
180,9 +14,9 %. Diese Daten zeigen, dald neben thabrhen Substanzen thermostabile,
migrationsfordernde Bestandteile in FF enthalter.sAufgrund der Ergebnisse aus dem
ersten Teil Arbeit war es naheliegend, FHDL-deplé#i FF in die Migrationsexperimente
einzubeziehen. 80 % FHDL-depletierte FF induziertiee Migration primarer
Granulosaluteinzellen auf 169,8 +7,1 % im Verglemh unbehandelten Zellen. Die
Migration der Zellen war, verglichen mit dem Effekdn nativer FF, um 53,2 % gesenkt.
Bei HGL5-Zellen wurde im Vergleich zu 40 % nativelf eine Reduktion der Migration
um 18,3 % auf 213,9 15,3 % gemessen. Diese Ergebméssen darauf schlieRen, dafd

FHDL als Bestandteil der FF die Migration von Grmsaluteinzellen stimulieren kénnte.
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Abbildung 43: Stimulation der Migration von Granulosaluteinzellen nach Inkubation mit
hitzebehandelter FF und FHDL-depletierter FF (FF-FHDL). Die ODsgp oy £SD von primaren
Granulosaluteinzeller®) und HGL5-Zellen (/) nach Behandlung mit 80 % FF bzw. 40 % nativer,
hitzebehandelter FF und FHDL-depletierter FF smldtiv zu unbehandelten Zellen als Kontrolle
dargestellt. Die Signifikanzen wurden im Verglemlr Kontrolle ermittelt. **p<0,01.

3.2.3. Stimulation der Migration mit FHDL

Um zu prifen, ob FHDL die Migration der Granulogainzellen direkt beeinfluf3t, wurden
die Zellen mit verschiedenen FHDL Konzentrationaihdndelt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 44 dargestellt. FHDL stimulierte die Magion von priméren
Granulosaluteinzellen maximal bei 1,2 mg/ml FHDLIf 226,1 +3,1 % und von HGL5-
Zellen auf 289,0 £2,9 % bei 0,8 mg/ml FHDL im Vexgh zu unbehandelten Zellen.
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Abbildung 44: Stimulation der Migration von Granulosaluteinzellen nach Behandlung mit
FHDL. Die OD £SD (%) der mit FHDL behandelten primareralosaluteinzellen®) und
HGL5-Zellen (1) ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kontralkrgestellt. Die Signifikanzen
wurden im Vergleich zu unbehandelten Zellen ermittp<0,05; **p<0,01.

Mit steigenden FHDL Konzentrationen wurde bei priemé Granulosaluteinzellen bis 2

mg/ml FHDL eine Reduktion der Migration auf Wertegbehandelter Zellen gemessen. Die
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Migration der HGL5-Zellen nach Behandlung mit 2 mgFHDL war mit 134,3 £2,0 %
signifikant zur Kontrolle erhoht. Das deutet daréuh, dafd physiologische FHDL

Konzentrationen in FF die Migration von Granulosailnzellen stimulieren kénnen.

3.2.4. Stimulation der Migration mit hitzebehandelem FHDL

Fur die ndhere Charakterisierung der migrationgfiidden Aktivitdt wurde FHDL

verschiedenen Modifikationen unterzogen. Die Higtendlung sollte zeigen, ob
thermostabile Bestandteile an der migrationsfordennAktivitat von FHDL beteiligt sind,

wahrend die Behandlung mit Aktivkohle (AK) AufsckBe Uber die stimulatorischen
Effekte von FHDL-assoziierten Steroiden und Hormoniefern sollte. Anschlie3end
wurden die Zellen mit den FHDL Konzentrationen ibiart, die die Migration maximal

stimulierten, d. h. primare Granulosaluteinzellemh 2 mg/ml FHDL und HGL5-Zellen

mit 0,8 mg/ml FHDL. Abbildung 45 zeigt, dal3 die #behandlung die Migration der
primaren Granulosaluteinzellen im Vergleich zu vexthn FHDL von 247,3 +15,7 % auf
268,7 +1,8 % steigerte. Bei HGL5-Zellen war die Miipn nach Inkubation mit

hitzebehandeltem FHDL im Vergleich zu unbehandelt@dbL geringflgig, aber nicht

signifikant, von 282,7 +3,1 % auf 269,3 +3,8 % reeu.
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Abbildung 45: Stimulation der Migration von Granulo saluteinzellen nach Inkubation mit
hitze- und AK-behandeltem FHDL. Die Zellen wurden zusatzlich mit 0,8 mg/ml nativéADL
bzw. 0,4 mg/ml nativem FHDL und mit AP-behandeltEmMDL inkubiert. Die OD +SD (%) der
mit nativem und modifiziertem FHDL behandelten ginen Granulosaluteinzellem) und HGL5-
Zellen (1) ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kontralggestellt. Die Signifikanzen wurden
im Vergleich zu unbehandelten Zellen ermittelt. ®85; **p<0,01

Nach AK-Behandlung induzierte FHDL mit 138,7 £1,3&fen geringeren Anstieg der
Migration primarer Granulosaluteinzellen als mibahandeltem FHDL zur Folge. Diese
Resultate bestétigten die Untersuchungen an HGLUErZeDiese Ergebnisse lie3en die

Vermutung zu, daf’ die migrationsfordernden Effelds Lipoproteins moglicherweise auf
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thermostabile FHDL-assoziierte Komponenten zurifikmen sein kdnnten. Aufgrund der
Ergebnisse aus dem ersten Teil der Arbeit und @esits publizierten Effekten von HDL-
assoziiertem S1P, wurde FHDL nachfolgend mit Alcier Phosphatase (AP) behandelt.
Sowohl die Migration von primaren Granulosaluteltere als auch von HGL5-Zellen
wurde durch AP-behandeltes FHDL im Vergleich zumiolle nicht stimuliert. Diese
Daten weisen darauf hin, dafl3 eine phosphorylidiBlFassoziierte Komponente an den

migrationsfordernden Eigenschaften des Lipoprotbetsiligt ist.

3.2.5. Stimulation der Migration mit S1P

Aufgrund dieser Resultate lag nahe zu prufen, olP Sdls FHDL-assoziiertes
Lysosphingolipid die Migration von Granulosalutestien stimulieren kann. Daflr wurden
primare Granulosalutein- und HGL5-Zellen mit veisdenen S1P Konzentrationen
stimuliert. Das Hauptaugenmerk sollte bei diesentetsnichungen auf die in FF
gemessenen S1P Konzentrationen gerichtet werdenEfebnisse sind in Abbildung 46
dargestellt. Die Migration von primaren Granulosaizellen wurde mit 0,2mol/l S1P

maximal auf 150,9 6,0 % stimuliert. Bei HGL5-Zellevurde ein maximaler Anstieg der
Migration bis 145,3 5,6 % nach Inkubation mit Qunol/l S1IP im Vergleich zu

unbehandelten Zellen gemessen.
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Abbildung 46: Stimulation der Migration von Granulosaluteinzellen nach Inkubation mit
S1P.Die OD =SD (%) der mit S1P behandelten primarean@losaluteinzellen®) und HGL5-
Zellen (J) ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kontralggestellt. Die Signifikanzen wurden
im Vergleich zu unbehandelten Zellen ermittelt. GpB85; **p<0,01.

Hohere S1P Konzentrationen hemmten sowohl die Maya der primaren
Granulosaluteinzellen (89,4 £5,5 %) und HGL5-Zel{68,8 £1,7 %) dosisabhangig bis 10

umol/l S1P. Zusammenfassend laRt sich aus dieserenDachlul3folgern, daf3
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physiologische S1P Konzentrationen in der FF digr&tion von Granulosaluteinzellen
stimulieren.

3.2.5.1. Stimulation der Migration mit hitze- und AK-behandeltem S1P

Im Anschlul3 sollte gepruft werden, ob sich die migmsfordernden Effekte von S1P in
Experimenten mit modifiziertem S1P bestatigen las&azu wurde S1P in Analogie zu
FHDL mit Hitze, AK und AP behandelt und in den Kengrationen in die Experimente
eingesetzt, die maximal stimulatorische EffektediafMigration hatten.
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Abbildung 47: Stimulation der Migration von Granulosaluteinzellen nach Inkubation mit
hitze-, AP- und AK-behandeltem S1PDie OD £SD (%) der mit 0,2zmol/l bzw. 0,1 umol/I
modifiziertem S1P behandelten primaren Granulosalzéllen ®) und HGL5-Zellen (1) ist
relativ zu unbehandelten Zellen als Kontrolle datght. Die Signifikanzen wurden im Vergleich
zur Kontrolle ermittelt. *p<0,05; **p<0,01.

Abbildung 47 zeigt, dal? nach Hitzebehandlung voR B&i HGL5-Zellen mit 174,5 +1,3
% eine niedrigere Migration gemessen wurde, als Gyiitumol/l unbehandeltem S1P
(201,7 15,2 %). Bei primaren Granulosaluteinzellamurde mit 0,2 umol/l
hitzebehandeltem S1P keine signifikant verandertégrdfion im Vergleich zu
unbehandeltem S1P gemessen. Der Einsatz von AKadeliam S1P reduzierte die S1P-
stimulierte Migration der priméren Granulosalutelhen und HGL5-Zellen deutlich.
Dieser Effekt war jedoch im Vergleich zu unbehatetelZellen signifikant erhoht. Die
Inaktivierung von S1P mit AP hatte keinen Effektf alie Migration von primaren
Granulosaluteinzellen und HGL5-Zellen im Vergleizar Kontrolle, die nicht mit dem
Enzym behandelt wurde. Mit diesen Daten konntetmein die Thermostabilitdt von S1P
gezeigt werden, die Resultate mit AK- und AP-beledtedh S1P Dbestéatigten den

migrationsfordernden Effekt des Lysosphingolipids.
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3.2.6. Expression von S1P-Rezeptoren in Granulosadinzellen

Aus Studien an HUVEC Zellen ist bekannt, dal’ dismganen und zellprotektiven Effekte
von S1P Uber die Bindung des Lysosphingolipids pezifische Rezeptoren vermittelt
werden (Pyne, Pyne, 2000; Kluk, Hla, 2002; LaMont&aget al., 2006; Schmid et al.,
2007). Deshalb wurde im Western Blot untersuchtGoanulosaluteinzellen die Proteine
dieser S1P-Rezeptoren (S1PR) exprimieren. Daflreiwar differenzielle Aufarbeitung der
Proteinlysate notwendig. Fur den Nachweis der SéReRtoren 1, 2 und 5 wurden je nach
Lokalisation des durch die Antikérper zu erkennend#pitops zytoplasmatische oder
Membranproteine mit Hilfe von verschiedenen Hoctyzadfern isoliert. Der Nachweis der
S1P-Rezeptors 3 wurde mit RIPA-Lysaten durchgefibie Ergebnisse sind Abbildung
48 dargestellt. Bei den S1P-Rezeptoren 1, 2, 3bundrden mehrere, unterschiedlich stark

ausgepragte Proteinbanden verschiedener GroRediieete
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Abbildung 48: Nachweis der Proteinexpression der S1P-Rezeptoren, 2, 3 und 5 in
Granulosaluteinzellen. Fur die Detektion der S1P-Rezeptoren 1 und 2 wurd® pg
Membranproteine bzw. 4Qg zytoplasmatische Proteine (A und B) eingesetet. IBachweis des
S1P Rezeptors 3 erfolgte mit 4@ RIPA-Lysat (C), der S1P-Rezeptor 5 wurde mit i@
zytoplasmatischen Proteinen detektiert. Nach Anftomg in einem 10 %igen SDS-
Polyacrylamidgel wurden die geblotteten Proteing spezifischen Antikdrpern gegen die
humanen S1P-Rezeptorararkiert. Als Paositivkontrolle wurden Proteinlysaten HUVEC Zellen
verwendet.

Es konnten dennoch Signale bei den von den Hestetler Antikbrper angegebenen

ProteingroRen (Molekulargewicht) der S1P-Rezeptdre@inGranulosalutein-, HGL5- und

50



Ergebnisse

HUVEC Zellen, die als Positivkontrolle eingesetairden, detektiert werden (Abb. 48 A
bis D). Um die Spezifitdt der detektierten Band&er erklaren zu kdénnen, wurden als
Kontrollen Membranen nur mit dem Sekundéarantikonped ohne aufgetrennte Proteine
mit Primar- und Sekundarantikérpern markiert. Befantrollen zeigten ein negatives
Ergebnis, d. h. es wurden keine Proteinbanden reaakgen (Abb. nicht gezeigt). Der S1P
Rezeptor 4 konnte nicht nachgewiesen werden. Alsitidtle der im Western Blot

detektierten S1P-Rezeptoren wurde mittels PCR peiziischen Primern Gberprift, ob die
MRNA der Rezeptoren exprimiert wird. In allen usterhten Zelltypen wurden

spezifische PCR Produkte fir die S1P-Rezeptoré) 3,und 5 nachgewiesen. Der S1P-
Rezeptor 4 konnte mit dieser Methode ebenfalls tnadtektiert werden (Abb. nicht

gezeigt). Die PCR bestatigt somit die UntersuchanigeWestern Blot.

3.2.7. Rezeptoridentitat der FHDL- und S1P-stimulieten Migration

3.2.7.1. S1PR 3 als migrationsférdernder Rezeptored FHDL-stimulierten Migration

Da bislang nicht geklart war, Uber welchen Rezegiaw. welche Rezeptoren die
migrationsfordernden Effekte von FHDL und S1P bear@ilosaluteinzellen vermittelt
werden, sollte zundchst mit spezifischen S1P-Reragbnisten und -antagonisten die
Rezeptoridentitdt der FHDL-stimulierten Migration ekdgrt werden. Fiur diese
Untersuchungen wurden die Zellen mit den S1P-Reragbnisten FTY720, VPC24191
und SEW2871 behandelt und die Migration im Verdgieta FHDL-stimulierten Migration
gemessen. Dafur wurden die FHDL Konzentrationenweadet, die maximal
stimulatorische Effekte auf die Migration hatterbbdung 49 zeigt, dal3 die Behandlung
von primaren Granulosaluteinzellen und HGL5 Zelteih 1 nM FTY720, einem Agonist
fur die S1P-Rezeptoren 1, 3, 4 und 5 die Migratiogleichem Mal3e stimulierte wie 1,2
mg/ml FHDL bzw. 0,8 mg/ml FHDL. Damit konnte der FSRezeptor 2 als
migrationsfordernder Rezeptor der FHDL-stimuliertdigration ausgeschlossen werden.
1 umol/l VPC24191, ein Agonist fur die S1P-Rezeptoiteand 3, hatte ahnliche Effekte
auf die Migration von primaren Granulosaluteinzeliwie FTY720. Im Vergleich zur
FHDL-stimulierten Migration war der Effekt von VPZ291 mit 199,8 +9,9 % jedoch
signifikant reduziert. Bei HGL5-Zellen war der stilatorische Effekt dieses S1P-
Rezeptoragonisten deutlicher ausgepragt. VPC24ti8iligerte die Migration der Zellen
auf 172,4 £6,9 %, wahrend mit FHDL eine Migratiaomv208,8 £12,9 % im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle gemessen wurde. Die Inkuratider Zellen mit 1umol/l
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SEW2871, einem Agonisten fur den S1P-Rezeptor dyzierte mit 131,0 2,1 % eine
deutlich geringere Migration als FHDL.
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Abbildung 49: Stimulation der Migration von Granulosaluteinzellen nach Behandlung mit
FHDL und S1P-RezeptoragonistenDie OD £SD (%) der mit 1,2 mg/ml FHDL bzw. 0,8 mu/
FHDL und mit den Rezeptoragonisten behandeltengremGranulosaluteinzellem) und HGL5-
Zellen (1) ist relativ zu mit den Losungsmitteln der Agoarstbehandelten Zellen dargestellt. Die
Signifikanzen der mit Rezeptoragonisten stimulerdigration wurde im Vergleich zur FHDL-
stimulierten Migration ermittelt. *p<0,05; **p<0,01

Mit SEW287 wurde bei HGL5-Zellen kein signifikantetUnterschied zur
Lésungsmittelkontrolle gemessen. Diese Daten gebste Hinweise darauf, dal3? FHDL-
assoziiertes S1P die Migration von HGL5-Zellen UdlierBindung an den S1P-Rezeptor 3
stimuliert. Eine eindeutige Aussage zur Rezeptotitle bei priméaren
Granulosaluteinzellen konnte nicht getroffen werdéwfgrund der Daten ist eine
Beteiligung der S1P-Rezeptoren 1 und 3 wahrscloginli

Die Verwendung von S1P-Rezeptorantagonisten soWgtere Aufschliisse uber die
beteiligten S1P-Rezeptoren an der FHDL-stimuliemégration liefern. Daftr wurde in
Vorversuchen zunachst tberprift, ob die InkubatienZellen mit den verwendeten S1P-
Rezeptorantagonisten Cayl1044 und Suramin bzw. admbitor Pertussis Toxin (PTX)
ohne einen Stimulus, Einflu3 auf die Migration habBa keine Unterschiede zu den mit
den Loésungsmittelkontrollen behandelte Zellen mefRkaren, konnten solche Effekte
ausgeschlossen werden (Abb. nicht gezeigt). Ansdahid wurden die Zellen 30 min mit
den Substanzen vorbehandelt und nachfolgend mitltFiid PTX, Cay1044 und Suramin

inkubiert. Abbildung 50 zeigt, dal3 die Vorbehandjuder primarer Granulosaluteinzellen
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und HGL5-Zellen mit 100 ng/ml PTX, dasuGund Gup-Protein-gekoppelten Rezeptoren,
zu denen die S1P-Rezeptoren 1 und 3 gehoren, enhibid die Stimulation mit 1,2 mg/mi
FHDL bzw. 0,8 mg/ml FHDL keinen signifikanten Aregider Migration im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle induzierte. Dieser Effektnda auch mit Jumol/l Cay1044, einem

selektiven Antagonisten fir den S1P-Rezeptor 3RHMIDL gemessen.
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Abbildung 50: Hemmung der FHDL-stimulierten Migrati on von Granulosaluteinzellen nach
Behandlung mit Rezeptorantagonisten fur den S1P-Reptor 3. Die OD +SD (%) der mit 1,2
mg/ml FHDL bzw. 0,8 mg/ml FHDL und mit den Rezeptatagonisten behandelten priméaren
Granulosaluteinzellen®) und HGL5-Zellen [(0) ist relativ zu mit den L&sungsmitteln der
Antagonisten behandelte Zellen als Kontrolle dasgiksDie Signifikanzen wurden im Vergleich
zur Losungsmittelkontrolle ermittelt. *p<0,05; *{01.

Die Vorbehandlung der Zellen mit 10@mol/l Suramin, einem nicht selektiven
Antagonisten fur den S1P-Rezeptor 3, und FHDL diegmen die Migration der primaren
Granulosaluteinzellen auf 121,2 +6,5 % und bei H&EHen auf 158,9 12,8 %
signifikant zur Loésungsmittelkontrolle. Zusatzlictu den Ergebnissen mit den S1P-
Rezeptoragonisten weisen diese Resultate auf esteiliBung des G- und Gug-Protein-

gekoppelten S1P-Rezeptors 3 an der FHDL-stimuhdvtggration hin.

3.2.7.2. S1PR 3 als migrationsférdernder Rezeptored S1P-stimulierten Migration

Nachfolgend sollte  untersucht werden, welche SlRBeren in die
migrationsfordernden Effekte von S1P involviertdsiDiese Experimente wurden genauso
durchgefuhrt wie mit FHDL und die S1P Konzentrationverwendet, die maximal

stimulatorische Effekte auf die Migration hattene [Ergebnisse sind in den Abbildungen
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51 und 52 dargestellt. Die Inkubation von prima@manulosaluteinzellen mit 1 nM
FTY720 induzierte mit 245,6 +1,6 % eine signifikdrnithere Migration als S1P (188,7
13,2 %). Bei HGL5-Zellen war der Effekt von FTY72ticht signifikant zur S1P-
stimulierten Migration. Diese Ergebnisse liefertemch die Experimente mit gmol/l
VPC24191. Es wurden bei sowohl bei HGL5-Zellen asich bei priméaren
Granulosaluteinzellen keine Unterschiede zur SirRufierten Migration gemessen.
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Abbildung 51: Stimulation der Migration von Granulosaluteinzellen nach Behandlung mit
S1P und S1P-Rezeptoragonisteie OD +SD (%) der mit 0,2mol/l S1P bzw. 0,lumol/l S1P
und mit den Rezeptoragonisten behandelten prim@ranulosaluteinzeller®) und HGL5-Zellen
() ist relativ zu mit den Loésungsmitteln der Agoaistbehandelten Zellen dargestellt. Die
Signifikanzen der mit Rezeptoragonisten stimulieridigration wurde im Vergleich zur S1P-
stimulierten Migration ermittelt. **p<0,01; *p<@O001.

SEW2871 hatte keine stimulatorischen Effekte a@f Miigration der Zellen. Aufgrund
dieser Ergebnisse war denkbar, dal} die Migratiom pomaren Granulosalutein- und
HGL5-Zellen Uber die Bindung von S1P an den S1Peptexr 3 stimuliert wird.

Die Verwendung von Antagonisten bzw. Inhibitorem €ien S1P-Rezeptor 3 bestétigten
die Untersuchungen mit den S1P-RezeptagonistenERjebnisse sind in Abbildung 52
dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit 100 rigRWX, das die an & und Guo-
Proteine-gekoppelten S1P-Rezeptoren 1 und 3 hemedtzierte die S1P-stimulierte
Migration von primédren Granulosaluteinzellen und W3&ellen auf Werte der
Lésungsmittelkontrolle. Dieser Effekt wurde aucht mém selektiven Antagonisten fur
den S1P Rezeptor 3, Cayl044 detektiert. Die Verwegdvon 100umol/l Suramin
reduzierte die S1P-stimulierte Migration nicht gtdindig.
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Abbildung 52: Hemmung der S1P-stimulierten Migration von Granulosaluteinzellen nach
Behandlung mit S1P-RezeptorantagonisterDie OD +SD (%) der mit 0,2mol/l S1P bzw. 0,1
umol/l S1P und mit den Rezeptorantagonisten behterdptimaren Granulosaluteinzellam)(und
HGL5-Zellen (1) ist relativ zu mit den Losungsmitteln der Antaigden behandelte Zellen
dargestellt. Die Signifikanzen wurden im Verglemlr Losungsmittelkontrolle ermittelt. *p<0,05

Die S1P-stimulierte Migration von primaren Granalogeinzellen war mit Suramin auf
120,9 £5,0 % und bei HGL5-Zellen auf 134,2 +10,0éduziert. Die gemessenen Werte
waren signifikant zur Losungsmittelkontrolle erhéht

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dal} soveoRH@DL- als auch S1P-stimulierte
Migration Uber den @G- und Gup-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptor 3 vermittelt wird

3.2.8. Untersuchungen zur Signaltransduktion

3.2.8.1. Beteiligung der AKT-Kinase und ERK1/2 an dr FF-stimulierten Migration

Im Folgenden sollte untersucht werden, welche Sigmesduktionswege in die FF-
stimulierte Migration von Granulosaluteinzellen ahwiert sind. Dafur die Zellen mit

Inhibitoren fir verschiedene Kinasen vorbehandett anschliel3end die Migration nach
Inkubation mit FF und den Kinase-Inhibitoren geneas®ie Abbildung 53 zeigt, dal’ der
Einsatz von 25 pumol/l Ly29004, dem Inhibitor de8linase, die mit 80 % FF stimulierte
Migration von primaren Granulosaluteinzellen vomd14 +19,5 % auf 582,2 +43,8 %
reduzierte. Bei HGL5-Zellen sank die mit 40 % F8umierte Migration von 734,1 +4,1 %
auf 267,5 % +10,4 %. Ahnliche Ergebnisse liefedanUntersuchungen mit dem Inhibitor
der p38MAP-Kinase, SB203580.
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Abbildung 53: Hemmung der FF-stimulierten Migration von Granulosaluteinzellen nach
Behandlung mit Kinase-Inhibitoren. Die ODsgp n £SD (%) mit 80 % FF bzw. 40 % FF und den
Inhibitoren behandelten primaren Granulosalutelape{®) und HGL5-Zellen () ist relativ zu
mit den Losungsmitteln der Inhibitoren behandeltelleh als Kontrolle dargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zur Lésungsmkteitrolle ermittelt. *p<0,05; **p<0,01.

Interessant war, dald die Inkubation von HGL5-Zeftah1 pmol/l SB203580 ohne FF zu
einem signifikanten Anstieg der Zellmigration au85]5 9,0 % im Vergleich zur

Lésungsmittelkontrolle fihrte. Die Vorbehandlung @b pmol/l PD98059, dem Inhibitor
der MEK-1 vermittelten ERK-Aktivierung, reduziertdie FF-stimulierte Migration

ebenfalls nur teilweise. Der inhibitorische Effekiar jedoch nicht so grof3 wie mit
Ly29004 oder SB203580. Diese Daten weisen daranf #al die PI3-Kinase, die
p38MAP-Kinase und die MEK-1 vermittelte ERK Aktivieng nur teilweise an der FF-
stimulierten Migration von Granulosaluteinzellerrtpapieren.

Anschliel3end wurde mit phosphoprotein-spezifiscAatikbrpern Uberprift, ob FF die
Aktivierung der in den Migrationsexperimenten ustehten Kinasen induziert. Dafur
wurden die Zellen mit 80 % FF bzw. 40 % FF inkubigeerntet und die Proteinlysate im
Western Blot in Analogie zu den Untersuchungen as®wBC Zellen, analysiert. Die

Ergebnisse in Abbildung 54 zeigen, dal3 die Behangdtler Zellen mit FF nach 10 min zu
einem deutlichen Anstieg der phosphorylierten AKihd§e (Ser473) fuhrte (Abb. 54, A
und B, Spur 2). Uber den untersuchten Zeitraum ®0Onmin wurde bei priméaren

Granulosaluteinzellen keine weitere Zunahme der ddean phosphoryliertem Protein
detektiert (Abb. 54 A, Spur 3 und 4).
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Abbildung 54: AKT-, p38MAP-Kinase- und ERK1/2-Phosphorylierung beé Granulosalutein-
zellen nach Stimulation mit FF.Die Zellen wurden 60 min mit 80 % FF bzw. 40 %iRkubiert,

zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet ungg2@roteinlysat im Western Blot analysiert.
Dargestellt sind reprasentative Western BlotsditePhosphorylierung der AKT-Kinase (Ser473)
(A und B, Spur 1-3), ERK1/2 (Tyr204) (C und D, Sp¥3) und der p38MAP-Kinase
(Tyr180/Tr108) (E und F) im Vergleich zum Gesamtpno (A-F, Spur 4-6) zeigen.

Bei HGL5-Zellen fuhrte die Inkubation mit 40 % FR ®ziner stetigen Zunahme der
phosphorylierten AKT-Kinase (Ser473) bis 60 min fAB4 B, Spur 3 und 4) im Vergleich
zum Gesamtprotein (Abb. 59 B, Spur 5-8). Die Untelnsingen zur Phosphorylierung von
ERK1/2 (Tyr204) zeigten bei primaren Granulosah#ellen ebenfalls einen Anstieg der
phosphorylierten ERK1/2 nach 10 min (Abb. 54 C,iSpuNach 60 min wurde die Menge
der phosphorylierten Kinasen und des Gesamtprotaimer die der unbehandelten

Kontrollen (0O min) reduziert (Abb. 54 C, Spur 4 u)d Bei HGL5-Zellen nahm die Menge
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der phosphorylierten ERK1/2 nach 30 min zu (AbbIDB4pur 3). Dieser Effekt blieb bis

60 min erhalten. Die Menge des Gesamtproteins &deh nur marginal (Abb. 54, D,

Spur 4 bis 8). Die Untersuchungen zum Effekt von & die Phosphorylierung der
p38MAP-Kinase zeigten bei priméren Granulosalutaimd HGL5-Zellen unterschiedliche
Ergebnisse (Abb. 54, E und F). Wahrend die MengeUdesphorylierten p38MAP-Kinase
(Tyrl80/Tr108) im Vergleich zum Gesamtprotein beny@ren Granulosaluteinzellen nach
Stimulation mit 80 % FF Uber einen Zeitraum vonn@i@ nahezu unverandert blieb (Abb.
54, E, Spur 1 bis 4), wurde bei HGL5-Zellen einentkauierliche Reduktion des

phosphorylierten Proteins bis 60 min detektiert {AB4 F, Spur 1-4). Die Menge des
Gesamtproteins der p38MAP-Kinase blieb Uber derraathten Zeitraum konstant (Abb.
54 F, Spur 5 bis 8). Damit war gezeigt, da3 FFRtiesphorylierung der AKT-Kinase und
ERKZ1/2 in den Konzentrationen stimulierte, die nmaai stimulatorische Effekte auf die
Migration von Granulosaluteinzellen zeigten. Si¢ jedoch keinen bzw. negative Effekte
auf die Aktivierung der p38MAP-Kinase.

3.2.8.2. Beteiligung der AKT-Kinase und ERK an delFHDL-stimulierten Migration

Nachfolgend wurde untersucht, welche Signaltransdogwege in die FHDL-stimulierte
Migration von Granulosaluteinzellen involviert sifdafir wurden FHDL Konzentrationen
eingesetzt, die zu einer maximalen Stimulation Zgimigration fihrten. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 55 dargestellt. Die Behandlunghywiméaren Granulosaluteinzellen mit
25 pmol/l Ly29004 reduzierte die FHDL-stimulierteigviation von 233,5 23,2 % auf
133,7 12,2 %. Die gemessene Migration war sigaiftkzur Lésungsmittelkontrolle
erhoht. Diese partielle Reduktion wurde auch beiLBlGellen und Ly29004 beobachtet.
Die Untersuchungen mit SB203580 zeigten bei beidalitypen unterschiedliche
Ergebnisse. Wahrend bei primaren Granulosalutdaizetie mit 1,2 mg/ml FHDL
stimulierte Migration mit dem Inhibitor nur teilws® gehemmt wurde (152,5 +£13,4 %),
wurde nach Behandlung der HGL5-Zellen mit Ly29004d u-HDL eine vollstandige
Inhibiton der Migration auf Werte der Losungsmittaitrolle gemessen. Die Behandlung
mit SB203580 ohne FHDL stimulierte die Migrationrd&ellen auf 146,7 +7,2 %
signifikant zur  Losungsmittelkontrolle. Dieser Hite wurde bei primaren
Granulosaluteinzellen nicht beobachtet. Im Gegensdazu wurde bei priméren
Granulosaluteinzellen die Migration nach Behandlomg25 pmol/l PD98059 ohne FHDL
auf 136,9 +£12,3 %) stimuliert, jedoch nicht bei H&sEZellen. Mit FHDL und PD98059

wurde bei primaren Granulosaluteinzellen eine pigtHemmung gemessen.
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Abbildung 55: Hemmung der FHDL-stimulierten Migration von Granulo saluteinzellen nach
Behandlung mit Kinase-Inhibitoren. Die ODsgp nm 2SD (%) der mit 1,2 mg/ml FHDL bzw. 0,8
mg/ml FHDL und den Inhibitoren behandelten prima@ranulosaluteinzellen®) und HGL5-
Zellen () ist relativ zu mit den Losungsmitteln der Inhdvgn behandelte Zellen als Kontrolle
dargestellt. Die Signifikanzen wurden im Vergleitlr Losungsmittelkontrolle ermittelt. *p<0,05

Bei HGL5-Zellen wurden die Migration auf Werte untier Losungsmittelkontrollen (84,3
+10,6 %) reduziert. Diese Daten weisen auf einéigdl@ Beteiligung der PI3-, p38MAP-
Kinase und ERK an der FHDL-stimulierten Migratioai [priméaren Granulosaluteinzellen
hin. Bei HGL5-Zellen konnte gezeigt werden, dal® pB8MAP-Kinase und ERK in die

FHDL-induzierte Migration involviert sind.

3.2.8.3. Beteiligung der AKT-Kinase und ERK an delS1P-stimulierten Migration

Anschlie3end sollte gepruft werden, inwieweit di8-Pdie p38MAP-Kinase und ERK am
migrationsfordernden Effekt von S1P beteiligt sird. Abbildung 56 ist gezeigt, dal3
Ly29004 die mit 0,2umol/l S1P stimulierte von 267,9 +2,7 % auf 177,803 %
reduzierte. Bei HGL5-Zellen wurden nach Behandlamg Ly29004 und S1P keine zur
Lésungsmittelkontrolle signifikanten Effekte genmss Der Einsatz von Iumol/l
SB203580 ohne S1P hatte einen geringfigigen Andlieg Migration bei primaren
Granulosaluteinzellen zur Folge. Dieser Effekt veusdich bei HGL5-Zellen beobachtet.
Die Induktion der Migration war mit 171,5 +3,9 % ullich gré3er als bei primaren
Granulosaluteinzellen. SB203580 hemmte jedoch iwdsenheit von S1P die Migration
der Zellen vollstandig, wahrend die Migration deingiren Granulosaluteinzellen nur zum
Teil inhibiert wurde. PD98059 ohne S1P hatte keiBerilul? auf die Migration der Zellen.
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Abbildung 56: Hemmung der S1P-stimulierten Migration von Granulosluteinzellen nach
Behandlung mit Kinase-Inhibitoren. Die ODsgg nm£SD (%) der mit 0,2umol/l bzw. 0,1umol/l
S1P und den Inhibitoren behandelten priméren Gosaluteinzellen®) und HGL5-Zellen (1) ist
relativ zu mit den Losungsmitteln der Inhibitoreshlandelte Zellen als Kontrolle dargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zur Losungsmkteitrolle ermittelt. *p<0,05.

Nach Behandlung der HGL5-Zellen mit diesem Inhibitad 0,1umol/l S1P wurde keine
signifikant zur Losungsmittelkontrolle veranderteigkhtion gemessen. Bei priméren
Granulosaluteinzellen reduzierte PD98059 die SikRusierte Migration um 20, 13 %.
Diese Resultate zeigen eine differenzielle Beteilgy der untersuchten Kinasen bei
primaren Granulosalutein- und HGL5-Zellen. Vor alldie P13-Kinase und ERK scheinen
fur die S1P-stimulierte Migration von primaren Quésaluteinzellen im Gegensatz zu
HGL5-Zellen von untergeordneter Bedeutung zu s&usammenfassend lassen diese
Daten eine unterschiedliche Bedeutung der PI3-, j28°-Kinase und ERK bei der
FHDL- und S1P-stimulierten Migration von primarema@ulosalutein- und HGL5-Zellen
vermuten.

Abschlief3end sollte geklart werden, ob FHDL und 8EPp38MAP-Kinase, ERK und die
der PI3-Kinase nachgeschalteten AKT-Kinase phogjileoen. Daflr wurden die Zellen
60 min mit den FHDL und S1P Konzentrationen behlindei denen eine maximale
Induktion der Migration gemessen wurde und die mfe¢en Proteine im Western Blot
analysiert. Als Positivkontrolle wurden primarena@ulosaluteinzellen 30 min mit 80 %
FF und HGL5-Zellen mit 40 % FF inkubiert. Sowoh¢ @timulation der Zellen mit FHDL
als auch mit S1P fuhrte nicht zu einem Anstieg Besteinphosphorylierung bei den

untersuchten Kinasen. Bei den Untersuchungen zospgPtorylierung von ERK1/2 und der
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p38MAP-Kinase wurde eine geringfigige Abnahme deosphorylierten Proteine bei
primaren Granulosaluteinzellen detektiert. Bei H&dlen anderte sich die Menge aller
untersuchten phosphorylierten Kinasen nach Behagdioit FHDL und S1P nicht. Bei
den Positivkontrollen wurde eine deutliche Zunahdee Phosphorylierung der AKT-,
p38MAP-Kinase und ERK1/2 detektiert (Abb. nicht giggt). Zur Kontrolle wurden
nachfolgend Experimente mit den S1P-RezeptoragomigtTY720 und VPC24191
durchgefuhrt. Nach Inkubation mit 1 nM FTY720 unduwhol/l VPC24191 konnte kein
Anstieg der Phosphorylierung der untersuchten Kindsei primaren Granulosalutein- und
HGL5-Zellen nachgewiesen werden (Abb. nicht gezelgtese Daten weisen darauf hin,
dai3 die Induktion der Migration durch FHDL und StiPuntersuchten Zeitraum von 60
min moéglicherweise unabhangig von AKT-, p38MAP-Ksepaund ERK1/2 ist.

3.2.9. Stimulation der Proliferation mit FF

Die Ergebnisse zur Beteiligung der AKT-, p38MAP-K&® und ERK warfen die Frage
auf, wie die Diskrepanz zwischen den Migrationsexpenten mit den Inhibitoren und
dem Aktivierungsnachweis der untersuchten Kinasenetklaren sein kénnte. In den
vorangegangenen Experimenten an HUVEC Zellen irsedieArbeit konnte gezeigt
werden, dal’ die AKT-Kinase und ERK1/2 in mitogemezBsse involviert sind. Deshalb
wurde Uberprift, ob FF, FHDL und S1P die Prolifieratder Granulosaluteinzellen
beeinflussen. Dafir wurden die Zellen Uber denrZerh mit FF, FHDL und S1P
inkubiert, in dem die Migrationsexperimente durdiipet wurden (20 h). Die Zellen
wurden mit den Konzentrationen inkubiert, die emaximale Zellmigration induzierten
und die Proliferation der Zellen mit dem MTT Tesngessen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 57 dargestellt. S1P und FHDL zeigten rmygfiigige, aber nicht signifikant
stimulatorische Effekte auf das Wachstum der Gsaluteinzellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Die Inkubation der primarean@losaluteinzellen mit 80 % FF
fuhrte zu einem Anstieg der Proliferation auf 18638,2 %. Bei HGL5-Zellen wurden
ahnliche Effekte gemessen. Das Zellwachstum wuwmlehdBehandlung mit 40 % FF auf
174,3 27,3 % erhoht. Als zusatzliche Kontrolle dem die Proliferation von primaren
Granulosalutein- und HGL5-Zellen nach Inkubationt hinM FTY720 und 1umol/l
VPC2419 gemessen. Beide S1P-Rezeptoragonistem hatilge stimulatorischen Effekte
auf das Zellwachstum (Abb. nicht gezeigt).
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Abbildung 57: Stimulation der Proliferation von Granulosaluteinzdlen nach Behandlung mit
FF. Die ODyg0 nmt SD (%) von primdren Granulosaluteinzelldh) und HGL5-Zellen (1) nach
Inkubation mit S1P, FHDL und FF ist relativ zu uhbadelten Zellen als Kontrolle dargestellt. Die
Signifikanz wurde im Vergleich zu unbehandeltenetekermittelt. **p<0,01.

Das deutet darauf hin, dal3 die mit FF-induziertgdtnphosphorylierung der untersuchten
Kinasen moglicherweise auf mitogene Effekte der BEi Granulosaluteinzellen

zuriickzufiihren sind.

3.2.10. Untersuchungen zur Aktinpolymerisierung

Fur die Migration von Zellen mussen intrazellul&fmstrukturierungen des Zytoskeletts
stattfinden, die zur Polymerisierung von monome@rAktin zu filamentésem F-Aktin

fuhren. Die Aktinflamente werden fur die Bildungrv Lamello- und Filopodien sowie
Stressfasern bendétigt, um die Chemotaxis in Riahteimes Stimulus ermdglichen. Die
Zunahme der Aktinpolymerisierung auf einen Stimukasin mit fluoreszenzmarkiertem

NBD Phallicidin sichtbar gemacht und gemessen werde

3.2.10.1. Stimulation der Aktinpolymerisierung mitFHDL

Im nachsten Teil der Arbeit wurde untersucht, obDEHie Aktinpolymerisierung von
Granulosaluteinzellen beeinflu3t. Daftir wurde zinséian Vorversuchen geprift, ob die
NBD Phallicidin Farbung fir die Untersuchungen @ranulosaluteinzellen geeignet ist.
Primare Granulosalutein- und HGL5-Zellen wurden m&erumentzug mit 1 % FBS
supplementiertem Zellkulturmedium mit 1,2 mg/ml FHDBzw. 0,8 mg/ml FHDL 60 min
behandelt, mit NBD Phallicidin gefarbt und die R#éwmgen mikroskopisch beurteilt.
Abbildung 58 zeigt ein Beispiel fur die NBD Phaiti;n Farbung der Zellen nach
Inkubation mit FHDL. Es konnte nicht nur gezeigtrden, dafd sich Granulosaluteinzellen
mit NBD Phallicidin gut anfarben lassen, die Fadpem lieferten auch Hinweise auf die
FHDL-induzierte Verdnderung der Zellmorphologie utid Bildung von Lamellopodien
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bei primaren Granulosalutein- und HGL5-Zellen (ABB. B und D). Die Inkubation mit
serumfreiem Medium wurden solche Veranderungen tnbdobachtet. Diese Zellen

zeigten eine kompaktere Morphologie und waren stémads die mit FHDL behandelten
Zellen.

Abbildung 58: Aktinpoly-
merisierung von Granulosalutein-
zellen nach Stimulation mit
FHDL. Primare Granulosalutein-
I und HGL5-Zellen wurden 60 min
1,2 mg/ml FHDL, mit FHDL inkubiert und mit
N\ fluoreszenzmarkiertem NBD
" Phallicidin gefarbt Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen
, gefarbt. Die Pfeile kennzeichnen
N gebildete Lamellopodien(B, D).
e VergréRerung 400Xx.

Deshalb sollte geklart werden, in welchem Male FHBie Aktinpolymerisierung

stimuliert und ob dieser Effekt abhéngig von détulmationszeit ist. Dafir wurden die
Zellen mit FHDL behandelt und Uber einen Zeitrauom 120 min gefarbt. Anschlie3end
wurden der an polymerisiertem Aktin gebundene Fspenzfarbstoff mit Methanol aus
den Zellen herausgelést und im Fluorimeter gemesdea die Zunahme der
Aktinpolymerisierung positiv mit der gemessenenoféiszenzintensitat korreliert, erfolgte
die Quantifizierung der Effekte von FHDL auf die tkipolymerisierung relativ zu

unbehandelten Zellen (100 %). Die Ergebnisse sinkbbildung 59 gezeigt.
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Abbildung 59: Stimulation der Aktinpolymerisierung von Granulosaluteinzellen nach
Behandlung mit FHDL. Die gemessene Fluoreszenzintensitéat von primaranu®saluteinzellen
(m) und HGL5-Zellen [0) ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kontratlargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zu unbehandeltielien ermittelt. * p<0,05; **p<0,01.
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Die Behandlung der Zellen mit FHDL Uber 10 min teigeine Effekte auf die
Aktinpolymerisierung (Abb. nicht gezeigt). Bei p@nmen Granulosaluteinzellen fiihrte die
Inkubation mit 1,2 mg/ml FHDL zu einem zeitabhamgig Anstieg der
Aktinpolymerisierung bis auf 160,1 +10,4 % im Vesigh zu unbehandelten Zellen bei 60
min. Der stimulatorische Effekt von FHDL wurde ausbi HGL5 Zellen nachgewiesen.
Hier nahm die Aktinpolymerisierung bis 60 min miBang/ml FHDL auf 194,6 £3,7 %
zu. Langere Inkubationszeiten hatten keine weiSnmulation der Aktinpolymerisierung
zur Folge. Bis 120 min anderte sich die gemessémmdszenzintensitat nicht signifikant
(Abb. nicht gezeigt)

FHDL stimuliert die Aktinpolymerisierung von Gramghluteinzellen somit in den
Konzentrationen, bei denen maximal stimulatorisEffekte auf die Migration gemessen

wurden.

3.2.10.2. Stimulation der Aktinpolymerisierung mitS1P

Anschlie3end wurde untersucht, ob S1P als FHDLzisstes Lysosphingolipid Einfluf3
auf die Aktinpolymerisierung hat. Dafur wurden diellen mit den S1P Konzentrationen
fur 60 min inkubiert, bei denen die Migration deell2n maximal stimuliert wurde und
gefarbt. Erste Hinweise auf den Effekt von S1Pelief die visuelle Auswertung der
gefarbten Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop. Beispiel fur die NBD Phallicidin
Farbung nach Behandlung mit S1P ist in Abb. 60 estedlt.

Abbildung 60: Aktinpolymerisierung
von Granulosaluteinzellen nach
Inkubation mit S1P. Primare Granulosa-
luteinzellen und HGL5-Zellen wurden 60
min  mit S1P inkubiert und mit
fluoreszenzmarkiertem NBD Phallicidin
gefarbt Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen gefarbDie Pfeile
kennzeichnen gebildete Lamellopodien
(B) und Filopodien (D).VergrofRerung
400x.

Nach Behandlung mit S1P konnten im Gegensatz zwehamuelten Zellen sowohl
Lamellopodien (Abb. 60 B) als auch Filopodien (ABD. D) detektiert werden. Dies liel3
vermuten, dald S1P die Aktinpolymerisierung stimrtilie

Deshalb wurden die Zellen nachfolgend Uber eineiiraden von 120 min mit S1P
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behandelt und die Fluoreszenzintensitat gemesdanldiing 61 zeigt, dal? die Inkubation
der primaren Granulosaluteinzellen mit qy2ol/l S1P nach 30 min zu einem Anstieg der
Fluoreszenzintensitat und damit der Aktinpolymernsng auf 179,6 +7.3 % flhrte. Nach
60 min wurde keine weitere Zunahme detektiert. B&L5-Zellen zeigten sich mit 0,1
umol/l S1P &hnliche Effekte wie bei primaren Grasakellen. Im Vergleich zur
Behandlung tber 30 min stieg die Aktinpolymerisreg@auf 178,4 £5,9 %.
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Abbildung 61: Stimulation der Aktinpolymerisierung von Granulosaluteinzellen nach
Behandlung mit S1P.Die gemessene Fluoreszenzintensitat von primarmamu®saluteinzellen
(m) und HGL5-Zellen () ist relativ zu unbehandelten Zellen als Kontraflargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zu unbehandelelien ermittelt. **p<0,01

0,1 umol/l S1P stimulierten die Aktinpolymerisierung bé¢GL5-Zellen in gleichem Mal3e
wie 0,2 umol/l S1P bei primaren Granulosaluteinzellen. Inin veranderte sich die
gemessene Fluoreszenzintensitéat nicht signifik&bb( nicht gezeigt).

Mit diesen Untersuchungen konnte gezeigt werdenl d&lP und FHDL die
Aktinpolymerisierung induzieren und die Starke dérduktion der durch das

Lysosphingolipids groRRer ist als mit FHDL.

3.2.11. Beteiligung von Rho-GTPasen an der FHDL- uhS1P-stimulierten Migration

Es ist bekannt, dal3 kleine GTPasen der Rho-Famiiiie die Regulation der
Aktinorganisation und damit in die Zellmigratiorvoiviert sind Diese Rho-GTPasen, zu
denen die RAC Proteine (Ras-related C3 Botulinumim&ubstrate 1), CDC42 (Cell
Division Cycle 42 GTP-binding Protein) und Rho [Rmée gehoren, haben
unterschiedliche Effekte auf das Aktinzytoskeléft/ahrend Rho die Bildung von
Stressfasern und die fokale Adhésion vermittelpdsiRAC und CDC42 an der

Aktinpolymerisierung, die fur die Ausbildung vonreallopodien und Filopodien notig ist,
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beteiligt (Hall, 1998; Evers et al., 2000).

3.2.11.1. Beteiligung von RAC und CDC42 an der FHDIstimulierten Migration

Welche Rho-GTPasen in die FHDL-stimulierte Migratizeon Granulosaluteinzellen
involviert sind, sollten Untersuchungen mit Inhdsén fir die Rho-GTPasen zeigen. Dafur
wurden die Zellen fur 30 min mit Lomol/l Y-27632, einem Inhibitor von ROCK (Rho-
associated, Coiled-coil Containing Protein Kinadej Effektor Kinase zur Aktivierung
von Rho und 50 ng/ml Toxin B a@ostridium difficilevorbehandelt, das die Aktivierung
von Rho, RAC und CDC42 hemmt. Anschliel3end wur@eRHDL-stimulierte Migration
der Granulosaluteinzellen mit und ohne Inhibitogemessen. Abbildung 62 zeigt, dal3 die
FHDL-stimulierte Migration der primaren Granulodainzellen nach Vorbehandlung mit
Y-27632 um 23 % von 299,8 +2,3 % bis auf 231,4&%,reduziert wurde.
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Abbildung 62: Migration von Granulosaluteinzellen nach Inkubation mit Inhibitoren
der Rho-GTPasen und FHDL.Die ODsgp nm£SD der mit den Inhibitoren und mit 1,2
mg/ml FHDL bzw. 0,8 mg/ml FHDL behandelten prima@ranulosaluteinzeller®) und
HGL5-Zellen () ist relativ zu mit den Lésungsmitteln der Inhdsgn behandelte Zellen
als Kontrolle dargestellt. Die Signifikanzen wurdenim Vergleich  zur
Losungsmittelkontrolle ermittelt. **p<0,01

Eine &hnliche Reduktion wurde bei HGL5-Zellen miB ng/ml FHDL und diesem
Inhibitor gemessen. Interessant war, dal3 die Bdhagdder Zellen mit Y-27632 ohne
FHDL zu einer Steigerung der Migration im Vergleizhr Losungsmittelkontrolle auf

334,6 £77,0 % fuhrte. Bei primaren Granulosaluteilen wurde dieser Effekt nicht
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beobachtet. Nach Verwendung von 50 ng/ml Toxin B ERIDL wurde keine Induktion
der Zellmigration gemessen. Die FHDL-stimulierte gkéition wurde mit Toxin B
vollstandig auf die Werte der Losungsmittelkontaligehemmt. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, da die Rho-GTPasen RAC und CDC42 arrd®L-stimulierten Migration
beteiligt sein konnten und dal3 die Hemmung der Rkiosierung bei HGL5-Zellen zu
einer verstarkten Migration der Zellen fuhrt.

3.2.11.2. Beteiligung von RAC und CDC42 an der S1ftimulierten Migration

Nachfolgend war zu klaren, welche GTPasen an dErsiilnulierten Migration beteiligt

sind. Die Ergebnisse zeigt die Abbildung 63.
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Abbildung 63: Migration von Granulosaluteinzellen nach Inkubation mit Inhibitoren der
Rho-GTPasen und S1PDie ODsg nm 2SD mit den Inhibitoren und O,2mol/l S1P bzw. 0,1
umol/l S1P behandelter primarer Granulosaluteinne® und HGL5-Zellen [(0) ist relativ zu mit
den Losungsmitteln der Inhibitoren behandelte Zellkls Kontrolle dargestellt. Die Signifikanzen
wurden im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ettet. *p<0,05; **p<0,01.

Die Verwendung von Y-27632 hatte keinen signifikem&influ auf die S1P-stimulierte
Migration von primaren Granulosaluteinzellen. Arglats bei diesen Zellen, wurde die
Migration von HGL5-Zellen nach Behandlung mit desénhibitor und S1P von 162,2
4,8 % auf 200,9 £14,9 % gesteigert. Dieser Effektde bei HGL5-Zellen auch ohne
S1P mit Y-27632 beobachtet. Toxin B reduzierte 8iEP-stimulierte Migration von
HGL5-Zellen vollstandig auf Werte der Losungsmkteitrolle. Bei primaren

Granulosaluteinzellen wurde die S1P-stimulierte fdlipn mit Toxin B signifikant auf
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75,1 £1,5 % reduzierte. Diese Daten zeigen, daf3Rtie-GTPasen RAC und CDC42
wichtig fur die S1P-stimulierte Migration sind.

Zusammenfassend laft sich aus den Resultaten deerifbente mit den GTPase-
Inhibitoren schlulZfolgern, dafl RAC und CDC42 wedgdntan der FHDL- und S1P-
stimulierte Migration beteiligt sind.

3.2.12. Untersuchungen zur Progesteronsynthese

3.2.12.1. Stimulation der Progesteronsynthese mitHbL

Die luteale Progesteronsynthese ist fur die Impldonn des Embryos und eine erfolgreich
verlaufende Schwangerschaft essentiell. Deshalte stischlie3end untersucht werden, ob
FHDL fir die Progesteronsynthese von Granulosalagtien von Bedeutung ist. Fir diese
Untersuchungen wurden primare Granulosalutein- Hi@&L5-Zellen mit serumfreiem
Zellkulturmedium vorbehandelt und anschlie@Rend nHHDL in verschiedenen
Konzentrationen Uber einen Zeitraum von 72 h ing&tibDie Progesteronkonzentrationen
der Zellkulturiiberstande wurden nachfolgend im ELIgmessen. Die Quantifizierung
erfolgte doppelt logarithmisch gegen eine Standgindr In Abbildung 64 sind die

Ergebnisse der primaren Granulosaluteinzellen déelie
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Abbildung 64: Zeit- und dosisabhangige Stimulation der Progestersynthese von primaren
Granulosaluteinzellen mit FHDL. Die Progesteronkonzentrationen in den Zellkulturétéaden
sind nach 24 hwm), 48 h ) und 72 h ) Behandlung mit FHDL dargestellt. Die
Signifikanzen wurden im Vergleich zur Pogesterordamniration nach 24 h ermittelt. *p<0,05;
**p<0,01.

Es konnte gezeigt werden, dal3 FHDL die Progestgntinsse der Zellen nahezu linear
dosis- und zeitabhangig steigert. Die Progestenondwatration im Zellkulturiberstand

erhohte sich im Vergleich zur basalen Progestenordaatration unbehandelter Zellen von
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104,9 +£3,1 ng/ml nach Stimulation mit 2 mg/ml FHRUf 954,4 £15,9 ng/ml nach 24 h.
Der stimulatorische Effekt von FHDL setzte sich id&@ h und 72 h fort. Maximale
Anstiege der Progesteronkonzentration wurden zwis€h8 mg/ml FHDL und 1,2 mg/ml
FHDL nach 24 h und 48 h sowie zwischen 1,2 mg/mDEHInd 2 mg/ml FHDL nach 72

h gemessen. Der grol3te Anstieg der Progesteronktvaien wurde nach 24 h gemessen.
So stieg die Progesteronkonzentration nach 24 schen 0,8 mg/ml FHDL und 1,2
mg/ml FHDL um 217, 7 % von 346,5 £17,0 ng/ml aui,Z5ng/ml. Auffallig war, dal? mit
1,2 mg/ml FHDL kein zeitabhangiger Effekt von 24is 72 h detektiert werden konnte
und die Progesteronkonzentration sich nicht sigaift &nderte. Das zeigten auch die
Messungen nach Behandlung mit 1,6 mg/ml FHDL zwesc®4 h und 48 h sowie 2 mg/ml
FHDL zwischen 48 h und 72 h. Die Untersuchungem&i.5-Zellen sind in Abbildung
65 dargestellt und zeigen ahnliche zeit- und dbsigagige Effekte von FHDL auf die
Progesteronsynthese.
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Abbildung 65: Zeit- und dosisabhangige Stimulation der Progestersynthese von HGL5-
Zellen mit FHDL. Die Progesteronkonzentrationen in den Zellkulturgtéaden sind nach 24 h
(mmm), 48 h &) und 72 h ) Behandlung mit FHDL dargestellt. Die Signifikanzewurden im
Vergleich zur Pogesteronkonzentration nach 24 htelin*p<0,05; **p<0,01.

Die starkste Zunahme wurde nach 24 h zwischen @/&h+HDL und 1,2 mg/ml FHDL
gemessen. Nach Inkubation der HGL5-Zellen mit Ogdmh FHDL nach 24 h wurde ein
Anstieg der Progesteronkonzentration in den Zdillkiberstanden von 391,4 +16,8 ng/ml
auf 619,4 +89,6 ng/ml bei 1,2 mg/ml FHDL gemesd@&as entspricht einer Zunahme von
158,2 %. Interessant war, dalR die Progesteronktnatiemen nach 72 h bei 0,8 mg/ml
FHDL und 1,2 mg/ml FHDL auf die 24 h Werte redukziearen. Eine Veranderung der

Progesteronkonzentration zwischen 24 h und 72 hdevdrei 1,6 mg/ml FHDL nicht
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detektiert. Dieser Effekt wurde auch bei 0,2 mgAHIDL zwischen 24 h und 48 h sowie
0,4 mg/ml FHDL zwischen 48 h und 72 h beobachtelsathmenfassend zeigen diese
Daten, dal3 FHDL dosisabhéngig die Progesteronssamth®n Granulosaluteinzellen
stimuliert und vor allem die FHDL Konzentrationeire @rof3ten stimulatorischen Effekte

hatten, die zu einem maximalen Anstieg der Migrafichrten.

3.2.12.2. Einflul3 der SRB-I Rezeptor-vermittelten Golesterolesteraufnahme

Nachfolgend wurde geprtft, ob FHDL die Progesteyotigese der Granulosaluteinzellen
Uber die SRB-I-Rezeptor vermittelte, selektive Aalfme von Cholesterolestern stimuliert.
Fur diese Untersuchungen wurden die Zellen miud®l/| BLT-1, einem Inhibitor der
SRB-I-Rezeptor-vermittelten Aufnahme von Choledestern, vorbehandelt und
anschlie3end mit FHDL und BLT-1 inkubiert. Die Eogésse zeigt die Abbildung 66.
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Abbildung 66: Stimulation der Progesteronsynthese aon Granulosaluteinzellen nach
Behandlung mit dem Inhibitor des SRB-I Rezeptors BIO-1 und FHDL. Die Progesteron-
konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden vamaren Granulosaluteinzelle®) und HGL5-
Zellen (1) sind nach Behandlung mit BLT-1 und 0,8 mg/ml FHBdrgestellt. Die Signifikanzen
wurden im Vergleich zur FHDL-stimulierten Progestesynthese ermittelt. *p<0,05

BLT-1 hatte keinen signifikanten Einflu@ auf die tn,8 mg/ml FHDL stimulierte
Progesteronsynthese bei primaren Granulosalutéamzbht. Bei HGL5-Zellen wurde ein
Anstieg der die Progesteronkonzentration mit BLTfid 0,8 mg/ml FHDL von 391,4
+11,8 ng/ml auf 441,0 £23,4 ng/ml gemessen. Didseterschied war signifikant zur
FHDL-stimulierten Progesteronkonzentration. Diesgebnisse deuten darauf hin, dafd
FHDL die Progesteronsynthese der Granulosalutderzelicht Uber die SRB-I-Rezeptor
vermittelte Aufnahme von Cholesterolestern stinttlie
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3.2.12.3. Einflu3 von S1P auf die Progesteronsyntbe

Aus publizierten Studien war bekannt, dal3 S1P drerale Aldosteronsynthese und die
Transkription desypl7Gens, das fur adrenale und gonadale Steroidsynthiesitig ist,
stimuliert (Ozbay et al., 2004; Brizuela et al.,0ZD Deshalb wurde abschliel3end
untersucht, ob das Lysosphingolipid die Progestnatiiese von Granulosaluteinzellen

beeinflul3t. Die Ergebnisse zeigt die Abbildung 67.
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Abbildung 67: Effekt von S1P auf die Progesteronsythese von GranulosaluteinzellenDie
Progesteronkonzentration in den Zellkulturiiberstéingon primaren Granulosaluteinzellem) (
und HGL5-Zellen (J) sind nach Behandlung mit Ogmol/l S1P bzw. 0,2umol/l S1P, 1 nM
FTY720 und 0,8 mg/ml FHDL als Positivkontrolle destellt. Die Signifikanzen wurden im
Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle ermittelt. *p,01.

Die Stimulation der primaren Granulosalutein- un@L3-Zellen mit 0,1umol/l bzw. 0,2
umol/l S1P hatte keinen stimulatorischen Effekt alié Progesteronsynthese. Die
gemessenen Progesteronkonzentrationen waren nighhifikant zu mit der
Lésungsmittelkontrolle behandelten Zellen. Dieséielg bestatigte sich nach weiteren
Untersuchungen mit S1P Konzentrationen bis (ifol/l S1P (Abb. nicht gezeigt).
Zusétzlich zeigten Experimente mit dem S1P-Rezagtmisten FTY720 (1 nM) keinen
stimulatorischen Effekt auf die ProgesteronsynthBsanit konnte nachgewiesen werden,
dall S1P keine Bedeutung fur die Progesteronsyntiseseumanen Granulosaluteinzellen
hat.

Die Ergebnisse aus dem zweiten Teil der Arbeit, BE®L und S1P die Migration von
Granulosaluteinzellen Uber den S1P-Rezeptor 3 urdfid chemotaktische Prozesse
wichtige Aktinpolymerisierung stimulieren. Daramdimdglicherweise RAC und CDC42
beteiligt. Die Signaltransduktionswege der FHDL-duB1P-stimulierten Migration in
Bezug auf die AKT-, p38MAP-Kinase und ERK konnteohh aufgeklart werden. FHDL
stimuliert die Progesteronsynthese von Granulosaizellen.
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4. Diskussion

4.1. FHDL und S1P sind Mediatoren der ovariellen Agiogenese

Das Corpus luteum ist eines der am meisten vasgi@den Gewebe im menschlichen
Organismus. Es besteht zu ca. 60 % aus Endotleizetlie nach Invasion in das
kollabierte Antrum folliculi ein dichtes Netzwerlener Gefalie bilden. Dadurch wird die
Versorgung der Progesteron synthetisierenden Goaaluiteinzellen und der Transport des
Hormons zu den Zielorganen gewahrleistet (Stousteal., 2001). Die im Rahmen der
Corpus luteum Formation stattfindenden mito- undji@genen Prozesse werden von
Faktoren initilert und reguliert, die sowohl lokgkbildet, als auch von Zellen des
einstromendenen Blutes sezerniert werden und Bétsidder residualen FF sind. Obwohl
bisher einige biologisch aktive Faktoren, z. B. Mehin, EGF und IGF-1 in der FF
identifiziert und charakterisiert wurden, ist davanszugehen, daf} viele Komponenten
derzeit unbekannt sind (Woo et al., 2001; Coticckioal., 2004; Choi et al., 2008).
Darlber hinaus weisen publizierte Daten darauf Haf3 FF thermostabile Substanzen
enthadlt, die meiotische Prozesse wahrend der Ouwoxngwiration und die
Spermienmotilitat glinstig beeinflussen (Frederickle 1984; Bryant et al., 1988; Chao et
al., 1992; Voznesenskaia et al., 2001). FF fordietit nur die Fertilisierbarkeit der Oozyte
und dal3 Follikelwachstum, sondern ist auch in dmstehung des Corpus luteum
involviert (Nayudu et al., 1989; McClure et al.,989 Kawano et al., 2004; Ocal et al.,
2004; Doyle, Danadeu, 2008). Deshalb war im er3teih der vorliegenden Arbeit von
Interesse, ob FF die Proliferation und Tubulusfdrommvon HUVEC Zellen beeinfluf3t
und ob die angiogene Aktivitat auf thermostabildSfanzen in der FF zurtckzufihren ist.
Es konnte gezeigt werden, dal3 FF zeit- und dosisaip die Proliferation von HUVEC
Zellen stimulierte. Obwohl die Quantifizierung derbulusformation, z. B. durch Messung
der Tubuluslange, aufgrund fehlender technischesstattung nicht moglich war und nur
visuell beurteilt werden konnte, wurde abhéngig \dmr eingesetzten FF Menge eine
deutliche Zunahme der Tubuli detektiert werden. @i verwendeten Matrigel Matrix
wirkte sich jedoch nachteilig aus, dald die Tubwcm 24 h instabil wurden und keine
Langzeitexperimente wie bei den UntersuchungenPzaliferation durchgefiihrt werden
konnten. Deshalb lassen sich keine Aussagen ubgliané Langzeiteffekte von FF und
auf die Tubulusformation treffen, die moglicherveeigichtig fur die Corpus luteum

Entstehung sind (Gefal3stabilisierung, etc.).
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Die Wachstumssteigerung und der Erhalt der angegekktivitat nach Behandlung der
HUVEC Zellen mit hitzebehandelter im Vergleich znbehandelter FF wiesen auf das
Vorhandensein eines thermostabilen, angiogen winksa Faktors hin. Eine mdégliche
Erklarung fur diesen Effekt lieferte eine Studia, der ein von Granulosaluteinzellen
sezernierter, thermostabiler Faktor in FF idensefizwurde. Dieser ist in die Regulation
der Bioverfugbarkeit von VEGF eingebunden und &gkt die Proliferation von HUVEC
Zellen (Grimmer et al., 2005). Die Bedeutung desrmiostabilen Wachstumsfaktors
VEGEF fur die luteale Angiogenese wurde eingehersthgeben (van den Driesche et al.,
2004; Fraser und Duncan, 2005; Phan et al., 20@feR et al., 2006; Taylor et al., 2007).
VEGF wird verstarkt unter dem Einflu3 von HypoxiaduGonadotropinen, wie hCG,
exprimiert und fordert als chemotaktischer Fakier deoangiogenese und das Wachstum
von Endothelzellen (van den Driesche et al., 26ty et al., 2007). Je nach verwendetem
Testsystem zeigten die Untersuchungen, dal3 VEGPmikferation von HUVEC Zellen
1,2- bis 2fach stimulierte (Ali et al., 2005; Erdoget al., 2005; Mader et al., 2006; Belloni
et al., 2007). Die Inkubation der HUVEC Zellen ndier VEGRgs Konzentration, die
durchschnittlich in FF gemessen wurde (4 ng/ml VigFstimulierte das Zellwachstum
auf das 1,35 fache. Die Behandlung mit 20 % FF dachit einem Funftel der in FF
physiologischen VEGfs Konzentration (ca. 0,7 ng/ml), hatte jedoch einkéheren
Anstieg der Proliferation zur Folge. Das bestatigtie durchgeflhrten Experimente zur
Tubulusformation. Diese war mit 4 ng/ml rh VEfgf-geringer ausgepragt als mit 20 %
FF. In dieser Arbeit wurde die Proliferation derll@e mit dem MTT-Test detektiert.
Dieser Test erlaubt durch die Messung der Aktivitét mitochondrialen Dehydrogenase
nur indirekte Ruckschlusse auf die Zellzahl. Da diezahl der Mitochondrien mit
Energiebedarf der Zelle korreliert, kbnnten gemessstimulatorische Effekte auch auf
eine erhdhte Anzahl von Mitochondrien zurlckzufithreein. Es kann daher nicht
ausgeschlossen werden, dal} der gemessene Andtieigpaerhohte Stoffwechselaktivitat
der Zellen zurlUckzufihren ist. Eine zusatzliche iMatung der Daten durch die
Bestimmung der Zellzahl oder die Zunahme der DNABz mit einem BrDU ELISA,
konnten dies klaren. Darlber hinaus zeigen die Exgate zur Tubulusformation eine
Zunahme der Zellzahl, die zwar nicht quantifizedrden konnte aber einem Anstieg im
MTT-Test durch alleinige Steigerung der Stoffwedakgvitdt widersprechen wirden.
Deshalb im Folgenden die gemessene Steigerung imT-MBt weiterhin als
Proliferationssteigerung bezeichnet wird.

Die beobachteten Effekte des Wachstumsfaktors wurdierch die Hitzebehandlung
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beeinflul3t, woraus ein stark reduziertes Zellwaalstund eine eingeschrankte
Tubulusformation resultierten. Damit war gezeighf3dder mito- und angiogene Effekt
hitzbehandelter FF nicht auf VEGF alleine zurlickiuén ist. Ahnliche Aussagen konnten
fur bFGF in Bezug auf die mito- und angiogenen l#enativer FF getroffen werden.
Dieser thermolabile Wachstumsfaktor wurde als srstearielles Angiogen beschrieben
(Gospodarowicz, 1991; Tamanini et al., 2004; Raesth, 2006). In FF wurden ca. 0,2
ng/ml bFGF gemessen. Experimente mit rh bFGF isedi&onzentration induzierten zwar
die Bildung neuer Tubuli, die geringe Wachstumggteing war jedoch nicht signifikant.
Maximal stimulatorische Effekte auf die Zellproliégion wurden erst bei 0,5 ng/ml rh
bFGF detektiert. Diese Resultate konnten jedoclh @t eine geringere Aktivitat von rh
VEGFs und rh bFGF im Vergleich zu den nativen Wachstakisien in FF
zurlckzufihren sein. Die Aktivitat der verwendeteim Proteine und der nativen
Wachstumsfaktoren in FF konnte nicht gemessen uiéinander verglichen werden.
Deshalb lai3t die Korrelation der Proteinkonzendragn von rh VEGEs und rh bFGF mit
den in FF gemessenen Konzentrationen nur bedingkdRblisse auf die angiogene
Wirkung der Wachstumsfaktoren im Zusammenhang emtgemessenen Effekten von FF
Zu. Zusatzliche Experimente, bei denen beide Wanoksfbktoren mittels
Immunodepletion aus FF entfernt wurden, lieferteziteve Hinweise auf die vermutlich
untergeordnete Bedeutung von VEGF und bFGF fuhdieane, luteale Angiogenese. Die
Depletion von VEGF aus FF hatte keinen signifikanEnflul3 auf die FF-stimulierte
Proliferation und Tubulusformation der HUVEC Zellend bestétigt Untersuchungen zur
lutealen Angiogenese bei Affen (Yamashita et alQ8). Der nach Immunodepletion
durchgefuhrte ELISA zeigt eine deutliche Reduktimder Wachstumsfaktoren unter die
Nachweisgrenze von 5 pg/ml VEGEbzw. 3 pg/ml bFGF. Obwohl die Detektionsgrenze
der zur Immunodepletion verwendeten Antikdrper d&achstumsfaktoren nicht bekannt
ist, zeigen Kontrollexperimente mit rh VEGE und rh bFGF keine Stimulation des
Zellwachstums nach Immunodepletion. Nach BehandhiigrgFF mit bFGF Antikorpern
war das Zellwachstum im Vergleich zur Inkubatiort ombehandelter FF signifikant um
9,3 % reduziert. Studien zur mitogenen Aktivitatnédionierter Medien von lutealen
Zellen aus Schafen konnten ebenfalls die untergetedBedeutung von bFGF flr die
luteale Angiogenese nachweisen (Grazul-Bilska.etl@B5b). Andere Verdffentlichungen
im Tiermodell zeigen jedoch kontréare Daten. In Bkten von bovinen und ovinen
Corpora lutea supprimierte die Applikation von bF&rtikdrpern die mitogene Aktivitat

um 85 %. Beiin vivo Untersuchungen mit &hnlichen Versuchsansatzenemeadiglich
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eine Reduktion um 25 % dokumentiert (Stouffer et2001). Obgleich tber synergistische
in vitro Effekte von bFGF und VEGF auf die Proliferation uAghgiogenese von
Endothelzellen unterschiedliche Daten publiziertdem, konnten solche Effekte in dieser
Arbeit nicht nachgewiesen werden und bestatigeritsepublizierte Studien an HUVEC
Zellen (Pepper et al., 1998; Sun et al., 2004; Masibal., 2002; Yoshida et al., 1996).
Aufgrund der vorliegenden Resultate konnte desbalithluf3folgert werden, dal3 VEGF
und bFGF zwar angiogen wirksam sind, die Effekta V& auf die Proliferation und
Tubulusformation jedoch nur zu einem geringen Taif beide Wachstumsfaktoren
zurtckzufuhren sind. Folglich lieRen diese Ergedmifkiickschlisse auf bisher nicht
identifizierte, angiogene Faktoren in FF zu.

Die chromatographische Aufreinigung der hitzebektied FF zeigte, dal3 die mitogene
Aktivitat auf eine proteinreiche Fraktion zuriickidbfen ist, deren Bestandteile als ApoA-I
und ApoA-IV identifiziert wurden. Da diese Proteiaeisschlie3lich auf HDL-Partikeln
vorkommen, die als einzige Lipoproteinklasse in Ibd#schrieben wurde (Perret et al.,
1985), war zu vermuten, dafd FHDL am mito- und ageyen Effekt der FF beteiligt sein
konnte. FHDL stimulierte die Proliferation und Tdisformation von HUVEC Zellen
maximal bei den Konzentrationen, die in FF vorkomrfiea. 1 mg/ml ApoA-I) (Jaspard et
al., 1997). Daruber hinaus hatte FHDL-depletieiffeckh weitaus geringeres Potential, das
Wachstum und die Tubulusformation von HUVEC Zelkeninduzieren als native FF und
spricht ebenfalls fur die Beteiligung von FHDL agr thumanen, lutealen Angiogenese. Im
Gegensatz zu plasmatischem HDL, das hauptsachiet-BiDL-Partikeln besteht, enthalt
FHDL zu gleichen Anteilen kleinere, discoidapgds-HDL- und spharoidea-HDL-
Partikel. Durch den Nachweis derds-HDL-Fraktion in FHDL-depletierter FF war
anzunehmen, dal3 die mito- und angiogene Aktivitah VWHDL auf die grof3eren,
lipidreichen a-HDL-Partikel zurtickzufiihren ist. Obwohl die Bedeu von FHDL im
Follikel noch weitgehend ungeklart ist, sind &hmic angiogene Effekte von
plasmatischem HDL dokumentiert (Tamagaki et al.96)9 Neben der klassischen,
antiatherogenen  Funktion, die im peripheren Bluskaef im reversen
Cholesteroltransport  begriindet liegtist plasmatisches HDL als autonomer
gefal3protektiver Faktor beschrieben worden (Noteale 2002; Assmann und Nofer,
2003; Rader et al., 2008HDL stimuliert u. a. die Proliferation und Migratiovon
Endothelzellen, hemmt die Bindung und Chemotaxisa Wonozyten, die atherogen

wirkende Oxidation von Lipoproteinen niedriger Diel{Low Density Lipoproteins) und
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die Apoptose von Endothelzellen (Nofer et al., 200LTonnell et al., 2001; Miura et al.,
2003; Sumi et al., 2007). Darlber hinaus induzdas Lipoprotein die intrazellulare
Calciummobilisation (Nofer et al., 2000; Vekshin2Q04) und aktiviert neben der
endothelialen Nitridoxidsynthase (eNOS), andered@atatorische Substanzen (Noor et
al., 2007; de Goma et al., 2008; Feig et al., 2008gle der gefal3protektiven
Eigenschaften von plasmatischem HDL sind auf bigakt Lysophospholipide
zurtckzufihren, fir die das Lipoprotein als Tradengiert. Dazu gehéren S1P,
Sphingosinphosphorylcholin  (SPC), LysophosphaticSKL und Lysophosphatidsaure
(LPA) (Nofer et al., 2000; Kimura et al., 2001). den durchgeflhrten Untersuchungen
zeigte ausschlieflich die lipidare FHDL-Fraktiontagiene Aktivitat und deutete somit auf
eine mogliche Beteiligung FHDL-assoziierter Lysogpioolipide hin. Nachfolgende
Analysen der Kooperationspartner in Minster wiessitmals S1P in FF nach und zeigten,
da3 follikulares S1P hauptsachlich mit FHDL assoriiist. In einem ahnlich
durchgefuhrten Versuchsansatz wurde an HUVEC Zgjezreigt, dal? nur die S1P-reiche
Fraktion und chromatographisch aus plasmatischemL Hidfgereinigtes S1P die
Zellmigration und das Uberleben der Zellen stinmtdigKimura et al., 2003). Obwohl die
S1P Konzentration in FF mit ca. 170 nmol/l deutligéringer als im Plasma (ca. 900
nmol/l) ist (Okajima, 2002), stimulierte das Lysbsmolipid in dieser Konzentration die
Proliferation und Tubulusformation der HUVEC Zellemaximal. Weiterfiihrende
Untersuchungen mit modifiziertem FHDL bestatigtedta3 S1P in die mito- und
angiogenen Effekte von FHDL involviert ist. Den [ferationssteigernden Effekt von
hitzebehandeltem im Vergleich zu nativem FHDL emddunverdffentlichte Daten der
Kooperationspartner, die zeigen, dald S1P thermibs&b Dies konnte auch aus den
Ergebnissen dieser Arbeit zur Migration von Grasalateinzellen geschluf3folgert
werden. Daflr spricht zusatzlich die gute Nachwagisbit von S1P in hitzebehandeltem
FHDL mit der HPLC Methode. Nach Aktivkohle-Behanaduwurde eine verringerte S1P
Konzentration in FHDL gemessen. Obwohl keine genal@®nzentrationsangaben
vorlagen, wurde dies anhand des geringeren PeakdHboC-Chromatogramm deutlich
(Abb. nicht gezeigt). Damit einhergehend wurde e@duziertes Zellwachstum im
Vergleich zu unbehandeltem FHDL detektiert. Zusétzifiihrte die Behandlung von
FHDL mit Alkalischer Phosphatase zu einer deutiich@eduktion der mito- und
angiogenen Aktivitat des Lipoproteins. Dal? diesiekE signifikant zur Kontrolle erhéht
war, ist madglicherweise auf das Vorhandensein ardefFHDL-assoziierter

Lysophospholipide zuriickzufihren, fur die im Zusaenimang mit plasmatischem HDL
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ahnliche Effekte beschrieben wurden (Boguslawskil.et2000; Nofer et al., 2003; Murch
et al., 2008). Das wuirde ebenso erklaren, warum &P stimulatorischen Effekt von
FHDL nicht vollstandig imitieren konnte. Der Nachwealieser Lysophospholipide und
deren Einflu auf die Proliferation und Angiogenese HUVEC Zellen war nicht Ziel
dieser Arbeit, sollte jedoch Gegenstand weiteretetdnchungen auf diesem Gebiet sein.
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungeneumel Reihe von Studien sprechen
jedoch fur die Beteiligung von S1P an den mito- andiogenen Effekten von FHDL. So
sind die Effekte von S1P auf die Proliferation, Aggnese und Migration im
Zusammenhang mit plasmatischem HDL gut dokument{&itmura et al., 2001; 2003;
Miura et al., 2003; Oyama et al., 2008; Yan et2008). Das Wachstum und die Migration
von HUVEC Zellen wurde mit O,imol/l S1P deutlich starker stimuliert, als mit SRSF
und LPA in dieser Konzentration, die ungeféahr darctschnittich gemessenen S1P
Konzentration in FF entspricht (Kimura et al., 2D03

Weitere Hinweise fur die Bedeutung von FHDL und SOP die luteale Angiogenese
lieferten die Experimente zur Signaltransduktiore Behandlung der HUVEC Zellen mit
dem PI3-Kinase Inhibitor Ly29004 und PD98059, de¢ MEK-1-Kinase vermittelte
ERK1/2 Aktivierung hemmt sowie dem Inhibitor deofinkinase C, H7, reduzierten das
FHDL- und S1P-stimulierte Zellwachstum deutlich.eBe Resultate lieferten auch die
Untersuchungen zur Tubulusformation, die im Rahnden Bachelorarbeit von Sarah
Quiering in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt vemrdDabei waren die Effekte der
Inhibitoren bei der Behandlung der Zellen mit FHDhd S1P starker ausgepragt als mit
FF. Dariber hinaus konnte mit phosphoprotein-sigehién Antikorpern im Western Blot
gezeigt werden, da? ERK1/2 und die der PI3-Kinamehgeschalteten AKT-Kinase am
FHDL- und S1P-stimulierten Zellwachstum beteiliginds Untersuchungen der
Kooperationspartner wiesen zuséatzlich die Phospieonypg der Konsensus-Sequenz
(R/K)X(S)Hyd(R/K) eines PKC-Substrates durch FF, FHDL &64¢ nach. Das bestatigen
bereits publizierte Studien mit plasmatischem HDid (51P, in denen die Bedeutung
dieser Kinasen fur mitogene und angiogene ProzesseEndothelzellen dokumentiert
wurde (Dimmeler und Zeiher, 2000; Secchiero et28lQ3; Fieber et al., 2006; Sumi et al.,
2007; Wang et al., 2008). Uberdies spricht die Amne der Signalstarke der
phosphorylierten Kinasen nach Stimulation der Zellait FHDL-depletierter FF im
Vergleich zu unbehandelter FF fir FHDL und S1P alarielle Angiogene. Die
Auswertung der Western Blots erfolgte bei diesemetduchungen semiquantitativ durch

die Relativierung der erhaltenen Signale zum Gesantgin der Kinase. Aufgrund der
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detektierten Signalstarke nach Stimulation der efellmit FF und S1P war diese
Quantifizierung ausreichend, um eine Aussage UberEnflul von FF und S1P treffen zu
kénnen. Als zusatzliche Kontrolle, vor allem fiie dintersuchungen mit FHDL, hatten die
Proteinlysate der stimulierten Zellen mit einer tttatase behandelt und im Western Blot
mit den phosphospezifischen Antikorpern analysigdgrden konnen. Alternativ. zum
Western Blot bietet die Industrie sehr sensitive |[SAs fur die Detektion von
phosphorylierten Proteinen an.

Aufgrund der Ergebnisse mit FF-stimulierten HUVECellgn kann aber nicht
ausgeschlossen werden, dal3 FF andere angiogenmdrakinthélt, die nicht nur diese,
sondern auch AKT-Kinase- und ERK1/2-unabhangigen&wege induzieren und
infolgedessen die Proliferation und Tubulusformatier Zellen beeinflussen kdnnten.
Darauf weisen die durchgefuhrten Inhibitorstudieh Fk hin, in denen die FF-stimulierte
Zellproliferation und Tubulusformation nur teilweiglurch die verwendeten Inhibitoren
gehemmt wurden. Die gefal3protektiven Effekte vonP Sdnd HDL werden Uber
spezifische zum Teil Pertussis Toxin (PTX) sensit{8-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermittelt, an die S1P mit unterschiedlicher Affétibindet (Kluk und Hla, 2002; Pyne
und, Pyne, 2000). Die Dissoziationskonstanten va® $ir diese Rezeptoren liegen
zwischen 2 nM und 30 nM (Lee et al., 1998; Konlgtl®99; Im et al., 2000; Yamazaki et
al., 2000). Das bedeutet, da’ fur die Aktivierungsdr Rezeptoren weit weniger S1P
bendtigt wird, als im Plasma oder Serum vorhanderDie Bedeutung der PTX-sensitiven
S1P-Rezeptoren 1 und 3 fur die mito- und angiogdakekte von HDL und S1P bei
HUVEC Zellen ist gut dokumentiert (Waeber et alQ02; LaMontagne et al., 2006;
Schmid et al., 2007). Auf weitere Untersuchungenldentifizierung des Rezeptoridentiat
der FHDL- und S1P-stimulierten Proliferation und builusformation wurde deshalb
verzichtet.

Die Herkunft von intrafollikularem S1P ist bis dabmgeklart. Es ist nicht bekannt, ob
Granulosaluteinzellen die zur S1P Synthese wicht§ghingosinkinasen exprimieren oder
ob S1P zusammen mit HDL als Transsudat des Blatden Follikel gelangt. S1P wird in
hohen Konzentrationen in Thrombo- und Erythrozytmspeichert (Hanel et al., 2007;
Pappu et al.,, 2007), die nach Ovulation in dastememnde Corpus luteum einstromen,
wobei Thrombozyten nach deren Aktivierung S1P uredevandere Wachstumsfaktoren
sezernieren (Yatomi et al., 1997). Deshalb ist Bankdal® nicht nur FHDL-assoziiertes
S1P peri- und postovulatorisch, sondern auch SXPadttivierten Thrombozyten, eine

wichtige Bedeutung fur angiogene Prozesse wahrentdwtealphase haben konnte.
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4.2. FHDL und S1P stimulieren die Migration von Graulosaluteinzellen

Die Migration von luteinisierten Granulosazellehngben der postovariellen Angiogenese
ein zentraler Prozel3 bei der Entstehung des Cdrgesm. Im Kontext der residualen
Follikelflissigkeit im sich entwickelnden Corpugdum, zeigten die Ergebnisse aus dem
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, dal3 nativel litzebehandelte FF die Migration von
primaren Granulosalutein- und HGL5-Zellen dosisalgig stimulierte. Im Gegensatz zu
den untersuchten Priméarzellen, deren Migration 8Git% FF maximal stimuliert wurde,
konnten maximale Effekte bei HGL5-Zellen bereitst 40 % FF detektiert werden.
Moglicherweise sind die Ursachen fur diese Diskneea in der Heterogenitat der
Zellpopulation im Vergleich zu der homogenen HGLé&}hie begrindet. Anzunehmen
ist, dal3 der Gehalt von Thekalutein- und Granuldealzellen mit der Pathologie der
Patientinnen, ihrem Hormonstatus, der Follikelpworktund der Zellisolierung und damit
auch die Responsivitdt der Zellen variiert. Aufgiudes Fehlens eines eindeutigen
Granulosazellmarkers war eine Trennung der Graalltenzellen von anderen nach
Isolierung noch vorhanden Zelltypen und die Bestungnder Reinheit der Zellpopulation
nicht maoglich. Andererseits ist nicht bekannt, awslchem Stadium der Lutealphase
HGL5-Zellen urspringlich isoliert wurden. Die erteolen Daten weisen jedoch darauf hin,
dal bereits geringe Mengen FF fir die InduktionMigration von Granulosaluteinzellen
ausreichend sind und sprechen fur das Vorhandemsaimigrationsférdernden Faktoren
in humaner FF. Aufgrund der Thermostabilitat degrationsfordernden Faktors in FF und
der Resultate aus dem ersten Teil der Arbeit, warBeteiligung von FHDL an der
lutealen Migration naheliegend. Diese Hypothesede&udurch die deutlich reduzierte
Migration mit FHDL-depletierter FF und dem Migratganstieg nach Inkubation der
Zellen mit physiologischen FHDL Konzentrationen diéf bestatigt. In weiterfihrenden
Untersuchungen konnte bewiesen werden, dall FHDiz@edes S1P wesentlich am
migrationsfordernden Effekt von FHDL beteiligt iSo hatte mit Aktivkohle- und AP-
behandeltes FHDL eine geringere, migratorische it als natives FHDL, wahrend
nach Hitzebehandlung eine &ahnliche Migrationsindukigemessen wurde. Durch die
Aktivkohle-Behandlung wurde der S1P Gehalt in FHD&duziert und erklart den
geringeren, stimulatorischen Effekt von Aktivkoldehandeltem FHDL. Zusatzlich spricht
fur S1P als migrationsférdernden Faktor von FHDas &eine Migrationsinduktion nach
Behandlung von S1P mit AP detektiert werden konbte.dosisabhangige Stimulation der
Zellmigration mit kommerziell erhaltichem S1P undie Untersuchungen mit

modifiziertem S1P zeigten letztlich eindeutig diegrationsfordernde Aktivitat des
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Lysosphingolipids in den fur FF physiologischen SilRonzentrationen. Aus
Untersuchungen in der Arterioskleroseforschung bskannt, dal3 die Migration von
Endothelzellen nach Stimulation mit plasmatischeBLHwuf S1P zuriickzufuhren ist und
spricht zuséatzlich fur die erhobenen Daten (Kimetral., 2000, 2001, 2003).

Vier der funf bekannten S1P-Rezeptoren wurden nvdeiegenden Arbeit erstmals in
priméren Granulosalutein- und HGL5-Zellen detekti®er fehlende Nachweis des S1P-
Rezeptors 4 kann dadurch erklart werden, daflR di&egeptor Uberwiegend von
Leukozyten exprimiert wird und dort Effekte von Si&if die Proliferation und
Zytokinsekretion der Immunzellen vermittelt (Wartgaé, 2005). Im Gegensatz zur PCR
erwies sich der Proteinnachweis der Rezeptorensalsvierig. Das zeigte sich im
Auftreten von mehreren Banden mit unterschiedlicimensitat im Western Blot. Die
mehrfache  Optimierung der Western  Blot-Bedingunge(Proteinisolierung,
Antikorperinkubationen, Modifikation der Verdinnwery etc.) sowie die differentielle
Aufarbeitung der Proteinlysate beeinflul3ten die [(fatader Ergebnisse kaum. Der Einsatz
von Blockingpeptiden kénnten zuséatzliche Aufschéligber die Bandenidentitaten liefern.
Eine weitere, mogliche Begrindung fur das Auftrateshrerer Proteinbanden ist in dem
Vorhandensein von unterschiedlichen Phosphorylggsunund Glykosylierungsstellen,
Genvarianten und der gewebespezifischen ExpressasnS1P-Rezeptoren zu suchen
(Niedernberg et al.,, 2002). Die Genvarianten sirgfzeit wenig untersucht und
Informationen dariber Gberwiegend in Proteindatekéa zu finden (s. Quellennachweis).
Experimente mit S1P-Rezeptoragonisten und -antaggmizeigten, dafld die FHDL- und
S1P-stimulierte Migration von Granulosaluteinzeli@mer die Bindung an denofs und
Goe-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptor 3 induziert wdtksse Ergebnisse werden durch
publizierte Studien zur HDL- und S1P-stimuliertemghation bei HUVEC Zellen bestatigt.
So resultierte die Verwendung von antisense Oligleaiide gegen die S1P-Rezeptoren 1
und 3 in einer deutlichen Reduktion der Migratio@aflr spricht, dafl} das
Lysosphingolipid mit einer hohen Affinitat an bei&ezeptoren binden kann (Kimura et
al., 2000, 2003). Interessant ist, dafd Dihydro-S&, ausschlie3lich extrazellular
wirksamer S1P-Rezeptoragonist, den Effekt von SAPL@0 % imitieren konnte. Das
schliel3t eine Beteiligung von intrazellular gebieta S1P am migrationsfordernden Effekt
aus. Das Lysosphingolipid kann je nach vorhanderiRezeptorstatus und Zelltyp
unterschiedliche Effekte auf die Migration ausib&o zeigen Untersuchungen an
Fibroblasten, dal3 der S1P-Rezeptor 2 die Zellnétihegativ reguliert (Goparaju et al.,

2005). In anderen Studien inhibierte dieser Rezephtyp die Migration von Melanom-
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und Glioblastomazellen (Arikawa et al., 2003; Legplet al., 2005). HDL und S1P
induzieren in Endothel- und kanzerogenen Zellen altem nach Bindung an die S1P-
Rezeptoren 1 und 3 verschiedene PI3- und AKT-Kirdgingige Signalwege (Igarashi et
al., 2001; Morales-Ruiz et al.,, 2001; Balthasarét @006). Die durchgefiihrten
Experimente mit dem PI3-Kinase Inhibitor Ly29004nkten die Abhangigkeit der
Zellmigration von der P13-Kinase nur zum Teil béign. Die partielle Hemmung der FF-
stimulierten Migration laf3t auf die Beteiligung veii3-Kinase unabhéngigen Signalwegen
bei primaren Granulosalutein- und HGL5-Zellen seéin. Obwohl der Effekt von
Ly29004 auf die FHDL-stimulierte Migration deutlieh ausgepragt war, wurde keine
vollstandige Inhibition in Anwesenheit des Inihdos gemessen. Bei den Studien zur S1P-
stimulierten Migration zeigten sich Unterschiedeisoien den primaren Zellen und der
immortalisierten Zelllinie. Ly29004 hemmte bei pdren Granulosaluteinzellen die S1P-
stimulierte Migration teilweise und bei HGL5-Zellemahezu vollstandig. Zusatzlich
konnte die Phosphorylierung der PI3-Kinase nachgdteten AKT-Kinase nur bei
Behandlung der Zellen mit FF gezeigt werden. AmdicResultate lieferten die
Untersuchungen mit dem p38MAP-Kinase Hemmer SB203%8d dem Inhibitor der
MEK-1 vermittelten ERK Aktivierung, PD98059. Die BH- und S1P-stimulierte
Migration von HGL5-Zellen wurde, im Gegensatz zunairen Granulosaluteinzellen, mit
beiden Inhibitoren vollstandig inhibiert. Eine Zimmae der Phosphorylierung von ERK1/2
und der p38MAP-Kinase tber 60 min konnte jedocitnietektiert werden. Demzufolge
lieferten die Inhibitorstudien keine eindeutigen s8agen Uber die Beteiligung der
untersuchten Kinasen. Die Diskrepanz zwischen depefimenten konnte in den
gewahlten Zeitpunkten fur die Untersuchungen zuotdfnphosphorylierung liegen.
Obwohl Signalwege auf einen Stimulus rapide indazierden, wie an HUVEC Zellen in
dieser Arbeit gezeigt wurde, gibt es bei Granulae@hzellen keine gesicherten Daten
dazu. Denkbar ware ebenfalls, dal3 die Effekte wlaibitoren entweder unspezifisch oder
auf mitogene Ereignisse zurickzuflhren sind, dier @dnen Untersuchungszeitraum von
20 h im Boyden-Kammer-System mdglicherweise eingemowerden mussen. Es zeigte
sich, daf3 nur FF proliferationssteigernde Effektedse Granulosaluteinzellen hatte. Daftr
spricht, dal3 PI3-/AKT-Kinase-abhangige Signalwegeifiy mit mitogenen Prozessen
assoziiert sind (Dimmeler und Zeiher, 2000; Mordkesz et al., 2001; Fieber et al., 2006;
Yan et al., 2008). Im Falle von FHDL kénnen zusétzWechselwirkungen bzw. Effekte
von anderen FHDL-assoziierten Lysophospholipidenf alie Migration nicht

ausgeschlossen werden. Diese wurden nicht ndhersucht. Letztendlich mufl3 in
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Betracht gezogen werden, dal3 die AKT-, p38MAP-Kenamid ERK1/2 nicht in die
Migration von Granulosaluteinzellen involviert sindeiterfilhrende Experimente mit den
S1P-Rezeptoragonisten FTY720 und VPC24191 inderiezbenfalls keine Zunahme der
Phosphorylierung bei den untersuchten Kinasen. Watig Inhibitoren dennoch Effekte
zeigten, bleibt unklar. Es gibt Hinweise, dal3 fie &1P-induzierte Chemotaxis von
HUVEC Zellen eine Aktivierung von ERK und der p38MAinase nicht erforderlich ist
und die induzierten Signalwege vom jeweiligen Stimwabhéngig sind (Lee et al., 1999).
In einer anderen publizierten Studie ist dokumential die S1P-induzierte Migration mit
PD98059 nicht hemmbar gewesen ist, wahrend die HDId- S1P-stimulierte Migration
jedoch p38MAP-Kinase abhangig waren (Kimura et 28103). Zuséatzlich konnte die
Phosphorylierung der AKT-Kinase durch S1P und HDHzeajgt werden, die in keinem
Zusammenhang mit der Beteiligung der p38MAP-Kinalskangigen Migration stand. In
den Untersuchungen von Kimura et al. und Baudhtialewurde 1pmol/l S1P und
plasmatisches HDL verwendet, dal3 vergleichbar tHiDE mehr S1P enthalt (Kimura et
al., 2003; Baudhuin et al., 2004). Dies entspradrin 5-10 fachen S1P Gehalt, der in der
vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde. Die Migratiater Zellen war bei diesen
Konzentrationen deutlich reduziert. Mdglicherwemserden, sofern es sich hier um
unspezifische Effekte der verwendeten Inhibitoreandelt, andere Signalwege in
Granulosaluteinzellen durch FHDL und S1P stimuliBdriber hinaus ist bekannt, daf3 die
Aktivierung der AKT-Kinasen von der Bindung des bgphingolipids an den S1P-
Rezeptor 1 abhangig zu sein scheint (Igarashi.,e2@01; Lee et al., 2001; Argraves et al.,
2008; Greenspon et al., 2008).den vorliegenden Untersuchungen wurde jedocltsdeér
Rezeptor 3 als Mediator der FHDL- und S1P-stimtdierMigration identifiziert und
konnte die ausbleibende Aktivierung der Kinasedeki.

Fur die gerichtete Chemotaxis sind dynamische Urkiirierungen des Aktinzytoskeletts
notig, die zu einer Polymerisierung von monomerenz@ F-Aktin fihren (Cooper und
Schafer, 2000; Carlier et al., 2003). Die Resultatdieser Arbeit zeigten, dal? FHDL und
S1P die Aktinpolymerisierung von Granulosaluteifezel stimulieren, wobei mit S1P
groRere Effekte als mit FHDL im Vergleich zu densudgsmittelkontrollen erzielt
wurden. Ursache dafur sind mdglicherweise antagemeisde Effekte von FHDL-
assoziierten Lysophospholipide, die z. B. fur SR&Schrieben wurden (Mathieson und
Nixon, 2006). Veranderungen des Aktinzytoskeletesdegn durch ein fein abgestimmtes
System kleiner Rho-GTPasen (Rho, CDC42, RAC) irettizind reguliert (Burridge und
Wennerberg, 2004). Wahrend die Aktivierung von RPmteinen zur Bildung von.
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Stressfasern fuhrt und die fokale Adhasion verstast die RAC Aktivierung mit der
Ausbildung und Verlangerung von Lamellopodien uechdsogenannten Membranruffling
assoziiert (van Nieuw Amerongen et al.,, 2001; Et@eManneville, Hall, 2002). Die
CDC42 Induktion ermdglicht durch die Generation vaadelartigen Filopodien, die als
Sensoren fur Umwelteinflisse und extrazellularem8li fungieren, eine gerichtete
Bewegung (Small et al., 2002; Svitkina et al, 20@®)shalb ist eine bimodale Aktivierung
von CDC42 und RAC auf einen Stimulus denkbar (Leale 2006; Matsuyuki et al,
2006). Der Zusammenhang zwischen der S1P-stimetieNligration und den Rho-
GTPasen ist Gegenstand vieler Studien (Gonzalak,&1006; Lee et al., 2006; Tan et al.,
2008; Wang et al., 2008). Die Ergebnisse der dwfihgten Experimente mit Toxin B aus
Clostridium difficile haben gezeigt, dal3 RAC und CDC42 an der FHDL- 8a4é-
stimulierten Migration von Granulosaluteinzellentdikgt sind. Die partielle Hemmung
der FHDL-stimulierten Migration durch den ROCK Ihhor Y-27632 schliel3t eine
Beteiligung von Rho jedoch nicht ganzlich aus. Ben Untersuchungen zur S1P-
stimulierten Migration hatte dieser Inhibitor kemn&ffekt. Hinweise auf die Beteiligung
von RAC und CDC42 geben auch die Aufnahmen der NBfallicidin Farbung S1P-
stimulierter Zellen. So zeigt die Abbildung 63 B diusbildung von Lamellopodien durch
S1P und laRt auf eine moégliche RAC-Aktivierung sefbén. Kontrare Daten aus anderen
Studien zeigen, daf3 die PI3- und Rho-Kinase irdie-stimulierte endotheliale Migration
involviert sind (Liu et al., 2001; Paik et al., 200Aus den bisher veroffentlichte Arbeiten
wird deutlich, dal3 das Netzwerk der G-Protein-gg@etien Aktivierung von Rho-
GTPasen mit vor und nachgeschalteten Kinasen weargfanden und aufgeklart ist. Es
kristallisiert sich jedoch heraus, dal3 eine S1PeR&Ex 1 vermittelte Aktivierung von RAC
AKT-Kinase abhangig istind die PI3-Kinase eine wesentliche Bedeutung férSiLP-
stimulierte RAC-Aktivierung ha{Banno et al., 2001; Lee et al., 2001; Gonzaleal et
2006) Die Beziehung zwischen den Rho-GTPasen und der KiKase bleibt jedoch
vorerst kontrovers. Abhangig vom Studiendesign,vaktem G-Protein-gekoppeltem
Rezeptor und verwendetem Zelltyp existieren unteesitiche Daten (Banno et al., 2001;
Lee et al., 2001; Liu et al., 2001; Paik et al.020Waeber et al., 2004; Gonzalez et al.,
2006). In dieser Arbeit wurde ein Zusammenhang dvéns der PI3-Kinase und der RAC-
Aktivierung nicht untersucht. Daher bleibt nur zupekulieren, daf3 in
Granulosaluteinzellen, AKT-Kinase-unabhéngig, @&-Kinase-abhangig RAC und/oder
CDC42 durch S1P und FHDL aktiviert werden. Dal3 RAdR: Schlussel-GTPase fir die
Bildung aktinreicher Lamellopodien Protrusionen edé hauptsachlich an der Zellmotilitat
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beteiligt sind, bestétigt eine Knockout-Studie, 8erracl inaktiviert wurde. Der Verlust
des Gens in Mausen haite vivo letale Folgenlin vitro zeigten primére Endothelzellen
dieser Mause eine reduzierte Migration, Tubulustdram, eine gestérte Adhasion und
Barriere-Funktion in Antwort auf S1P und VEGF (Tetnal., 2008). Dies konnte fur die
Corpus luteum Entstehung und die luteale Angiogendsirchaus relevant sein.
Granulosaluteinzellen sind in der Lage, kapillatéie, endotheliale Strukturen zu bilden,
deren Funktion ist bis heute unbekannt ist. Dieofert vermuten eine Beteiligung der
Zellen an der Vaskularisierung bzw. eine zusatelidhbrderung und Stabilisierung
angiogener Prozesse im Rahmen der Corpus luteumation (Antzczak et al., 2000). In
diesem Zusammenhang ist auch Wechselwirkungen vaiotkel- und Lutealzellen von
Bedeutung. Daflr stehen derzeit weiter entwick&{e® Modelle zur Verfiigung, die eine
Kokultivierung von Endothel- und Lutealzellen etb@mn und somit die Ereignisge vivo
realistischer nachstellen kénnen (Robinson eR@08).

Die vorliegenden Untersuchungen richteten sich cliefilich auf die Bedeutung von
FHDL und exogenem S1P flir wesentliche, zellularez€sse bei der Corpus luteum
Entstehung. Inwieweit intrazellular gebildetes StiRs als second messenger fungieren
kann oder andere FHDL-assoziierte Lysophospholjpideter Berlcksichtigung der
entsprechenden Rezeptoren, fur die Corpus luteunstdfrung wichtig sind, sollte
Gegenstand fur weitere Untersuchungen sein. Dedemgni ist zu klaren, ob das
Lysosphingolipid fir die Luteolyse oder das Ubeglebvon Lutealzellen wahrend der

ersten Schwangerschaftswochen von Bedeutung ist.

4.3. FHDL stimuliert die Progesteronsynthese von Gmulosaluteinzellen

Die Progesteronsynthese ist fur die Funktionatigg Corpus luteum, die Implantation des
Embryos und den Erhalt der Schwangerschaft imrei&tenester essentiell.

Das fir die Steroidsynthese bendétigte Cholestedohkn Granulosaluteinzellede novo
durch die 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA-ReduktagdéiMG-CoA-Reduktase), dem
limitierenden Enzym der Cholesterolsynthese syigieeen. Aufgrund niedriger HMG-
CoA-Reduktase  Spiegel und dem Fehlen weiterer Eszyniir den
Cholesterolmetabolismus in Lutealzellen, spieltakenovoSynthese von Cholesterol aber
nur eine untergeordnete Rolle fur die Progestemthgge (Gwynne, Strauss, 1982; Wu et
al., 2003; Kraemer, 2007). Deshalb wird vermutef} dlie Hydrolyse von gespeicherten
Cholesterolestern bzw. Lipoproteine als Cholestgrelle genutzt werden (Azhar, Raven,
2002; Miranda-Jiménez et al. 2007; Cherian-Shavalgt 2009). Die Aufnahme von
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Cholesterolestern aus HDL- und LDL-Partikeln ertolgber LDL- bzw. SRB-I-
Rezeptoren, wobei HDL-Cholesterolester ausschtbf3liilber den SRB-I-Rezeptor
internalisiert werden konnen. Dieser Rezeptoradbgh nicht spezifisch fir HDL. Es ist
bekannt, dafl3 Cholesterolester, vor allem aus aedgrh und oxidiertem LDL, Uber diesen
Weg in die Zelle gelangen (Krieger M, 1999; Stamglal., 1999) Bis heute ist nicht
eindeutig geklart, welches Lipoprotein als Cholesltieferant fir die luteale
Steroidsynthese fungiert. Eine Vielzahl kontrovers&tudien zeigt nicht nur
speziesspezifische Unterschiede auf, die Aussagendie Cholesterolquelle divergieren
auch innerhalb einzelner Spezies (Murata et aB81%Ragoobir et al., 2002; Miranda-
Jiménez et al. 2007; Cherian-Shaw et al., 2009).

Die Bedeutung von FHDL fir die humane Progestenoti@se ist bislang wenig
untersucht. Die durchgefiihrten Experimente habereige dall FHDL dosis- und
zeitabhangig die Progesteronsynthese von primamemulsalutein- und HGL5-Zellen
stimuliert. Zusatzlich weisen die Inhibitorstudiemt BLT-1 darauf hin, daf dieser Effekt
nicht durch die Aufnahme von FHDL-Cholesterolestaither den SRB-I-Rezeptor
vermittelt wird. Die stimulatorischen Effekte vonlapmatischem HDL auf die
Progesteronsynthese sind bereits an humanen Gsahutieinzellen dokumentiert. Im
Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen, konrdeser Studie die SRB-I-Rezeptor
vermittelte Aufnahme von HDL-Cholesterolestern rggshiesen werden (Azhar et al.,
1998). Andere Untersuchungen zeigen jedoch, daR alit. die Progesteronsynthese
stimulieren kann. Obwohl plasmatisches LDL 4-malhm€&holesterol als HDL enthalt,
induzierte plasmatisches HDL bei gleicher Choledteenge und gleichem Proteingehalt
die Progesteronsynthese effizienter als LDL (Ragoeb al., 2002). Aufgrund dieser
Resultate diskutieren die Autoren einen cholesteiabhéngigen Effekt als maoglichen
Mechanismus der HDL-stimulierten Progesteronsymrthdsr auch fir FHDL denkbar ist,
weil FHDL ein schlechterer Cholesteroldonor im Merch zu plasmatischem HDL ist und
trotzdem die Progesteronsynthese stimuliert (Jdsetal., 1997). Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob S1P an der FiKbinulierten Progesteronsynthese
beteiligt ist. Es ist bekannt, dal das Lysosphipgbldie Aldosteronsynthese in der
Nebenniere und die Transkription degpl7 Gens, einem wichtigen Enzym fur die
adrenale und gonadale Steroidogenese, induzieran(Kxbay et al., 2004; Brizuela et al.,
2007). Zusatzlich weisen Untersuchungen darauf daf}, der Steroidogene Faktor 1, ein
nuklearer Transkriptionsfaktor, ein SphingolipidaBeprotein ist (Urs et al., 2007). Nach

Stimulation der Granulosaluteinzellen mit den Sléh*entrationen, die in FF gemessen
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wurden und dem S1P-Rezeptoragonist FTY720, konnt Reteiligung von S1P an der
FHDL-stimulierten Progesteronsynthese ausgeschiosseden. Eine mogliche Erklarung
fur den stimulatorischen Effekt von FHDL liefertrd¢achweis von Pregnolonmetaboliten
in humaner und boviner FF (Roy et al., 1989; Glamk@68; Roy, Belanger, 199D)iese
Intermediate der Progesteronsynthese entstehe@lralssterol durch das P450 side chain
cleavage Enzym und werden mit dem mikrosomaeiydroxy-Steroid-Dehydrogenase-
System zu Progesteron umgewandelt. In FF sind Blegiettsaureester hauptsachlich in
FHDL gespeichert und konnen von Granulosaluteierellals Substrat fir die
Progesteronsynthese genutzt werden (Glomset, B®8und Belanger, 1991; 199Die
Autoren zeigten, dal3 FHDL 200-mal mehr Pregnoleséetreester enthalt als
plasmatisches HDL. Zusatzlich konnte mit FHDL digodesteronsynthese von
Granulosaluteinzellen aus Schweinen nach Hemmungr datrazellularen
Pregnolonsynthese mit Ketoconazol aufrechterhaltemden. Dieser Effekt war mit
plasmatischem HDL nicht nachweisbar. Jedoch mufh diic die Herstellung dieser
Metabolite Cholesterol, dessen Quelle bis heutbtndentifiziert wurde, als Substrat zur
Verfigung stehen. Somit wirden die FHDL-assozirer®regnolonmetabolite lediglich
einen  alternativen  Mechanismus fur die Progestgrdhese  darstellen.
Granulosaluteinzellen enthalten grol3e Mengen kgpather Vesikel, die bezeichnend fur
das Corpus luteum als Gelbkorper sind. Vermutlienden diese lipidaren Einschlisse im
Laufe der Follikelreifungen aus noch unbekannterssBercen angelegt. Der exakte
Mechanismus, wie FHDL die Progesteronsynthese wamamen Granulosaluteinzellen
stimuliert und welche Bedeutung die Pregnolonfetiséster haben, bleibt somit vorerst
ungeklart. Wenn nachgewiesen werden kann, da3rdgnBlonmetabolite fur die humane
Progesteronsynthese wichtig sind, sollten weitediile Studien aufklaren, ob diese
Intermediate z. B. unter pathologischen Bedingun@worpus luteum Insuffizienz) fur die
humane Progesteronsynthese von Bedeutung sind ubd diese Form der
Progesteronsynthese parallel neben einem cholidibéngigen Mechanismus stattfindet
oder einen alternativen Mechanismus darstellt.

Fur die Nutzung intrafollikul&rer Ressourcen infRoron gespeicherten Cholesterolestern
oder Pregnolonfettsaurestern aus FHDL als SubSiratlie Progesteronsynthese in der
periovulatorischen und frihen Lutealphase sprechrtersuchungsergebnisse von
Kurzzeitkulturen von Lutealzellen aus Makaken. Bi&ellen waren 12 h, 24 h und 36 h
nach dem LH Peak nicht responsiv fur exogen zugef§H.DL und Cholesterol (Chaffin
et al., 1999).
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Mit zunehmender Vaskularisierung des entstehenaepus luteum und dem Anschluf an
den peripheren Blutkreislauf liefern vermutlich deiLipoproteine, plasmatisches LDL
und HDL, Substrat fir die luteale Steroidogenesearm von Cholesterolestern. Welches
Lipoprotein genutzt wird, liegt wahrscheinlich nichur in den speziesspezifischen
Unterschieden begrindet, sondern auch in welcherachiiitt der Lutealphase die
Progesteronsynthese untersucht wird. Dies wirddichégweise die Diskrepanzen in den
Untersuchungen zur pradominanten Cholesterolqeekkiren (Brannian, Stouffer, 1993;
Reaven et al., 199%zhar, Raven, 2002; Cherian-Shaw et al., 2009) a#usenfassend

aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit undoddier veroffentlichten Studien, ist
die Bedeutung von FHDL fur die humane Progestemth&®ge eher in der

periovulatorischen und frihen Lutealphase zu suchen

4.4. FHDL und S1P in der Reproduktionsmedizin

In dieser Arbeit wurde gezeigt, daR FHDL und Sl @ir die Entstehung eines
funktionsfahigen Corpus Iuteum wichtigen Prozesderol{feration, Angiogenese,
Migration, Progesteronsynthese) positiv beeinflusd@iese Eigenschaften konnten sich
gunstig auf die weibliche Reproduktion auswirkerd dassen sich mdglicherweise fur
neue therapeutische Ansétze bei der Kinderwunseimading nutzen.

Plasmatisches HDL wird nicht nur wegen seiner Honkt im reversen
Cholesteroltransport, sondern auch aufgrund sejeédi3protektiven Eigenschaften als
,gutes” Cholesterin bezeichnet. Nicht selten sitatkes Ubergewicht, Diabetes und ein
erhohter inflammatorischer Status durch chronisckekrankungen mit einer
eingeschrankten Fertilitat und atherogen wirken@sslipidamien (verringertes HDL-
Cholesterol, Hypertriglyceriddmie, Hypercholestegmassoziiert (Amaral et al., 2008;
Kyrou und Tsigos, 2008; Zain und Norman, 2008; Rwolek al., 2009). Andererseits gehen
ovarielle Pathologien, wie das Polyzystische Ovsyredrom, von dem 5-10 % der Frauen
im reproduktionsfahigen Alter betroffen sind, mihem atherogenen Lipidprofil einher
(Lithell et al., 1987; Knauff et al., 2008; Valkamg et al., 2008). Eine gesunde
Lebensweise, Gewichtsreduktion oder die medikansentBehandlung mit Statinen,
Metformin oder Glitazonen bei pathologischen, ceféen Befunden kénnen entscheidend
zur Verbesserung der Fertilitdt beitragen und kemen zusatzlich mit dem Anstieg von
HDL-Cholesterol (Koo et al., 2007; Kodamon und aeg2008).

Da der Ursprung von FHDL vermutlich im plasmatisthdDL begriindet ist, ware
denkbar, dal FHDL &hnliche Effekte auf Granulogatdt und HUVEC Zellen wie
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plasmatisches HDL bei Endothelzellen hat. So wsrkh der Anstieg von plasmatischem
HDL moglicherweise gunstig auf die intrafollikul&3#DL Konzentration und somit auf die
weibliche Fertilitat aus.

Im Rahmen der Reproduktionsmedizin limitieren dierstorung von Oozyten, die
Fragmentierung von Embryonen, die mit einer redtemeBlastozysten-Bildung und der
Apoptose von Granulosazellen einhergehen, den dgrfldr Kinderwunschbehandlung
(Stone et al., 2005; Bencomo et al., 2006; dellgidtee et al., 2007). So beeinflul3t z. B.
die intrafollikulare Bildung von reaktiven Sauerf¢pezies (ROS) die Qualitat von
Oozyten negativ, die das weibliche Reproduktiornspzitl Uber die genetische und
cytoplasmatische Integritdt der Oozyte defin{@tiener-Megnazi et al., 2004; Das et al.,
2006). In diesem Zusammenhang kénnten die antibxetaund antiinflammatorischen
Effekte von HDL und S1P neue Strategien zur Vedressy der Oozyten- und
Embryonenqualitat darstellen. Die Identifizierurgy dntioxidativen Enzyme Paraoxonase
1 und 3 in FF sowie die negative Korrelation vorCRK plasmatischem HDL und ApoA-I
mit der Embryonenfragmentation, liefern erste vietsprechende Ergebnisse auf diesem
Gebiet (Browne, et al., 2008). Weitere Untersucleungn Granulosazellen sollten klaren,
inwieweit die zellprotektiven Eigenschaften von HDlnd S1P fir die
Reproduktionsmedizin relevant sind, da diese bishaur im Rahmen der
Arterioskleroseforschung dokumentiert wurden (Nadéral.,, 2004; Napoli et al., 2006,
Tolle et al., 2007). Vor allem in Bezug auf die Haong von inflammatorischen
Prozessen, kbnnten HDL und S1P fiur die Reprodusti@dizin interessant sein. Bei den
Techniken der assistierten Reproduktion werden iignnend befruchtete Oozyten im
Brutschrank kultiviert. Madoglichweise koénnten HDL din S1IP als Zusatz im
Inkubationsmedium die Bildung von ROS hemmen bzwmsahnranken und positive
Effekte auf Oozytenmaturation und die Embryoqualigusiben. Der Einsatz beim
Auftauen von kryokonservierten Oozyten bzw. Embgmomare ebenfalls denkbar. Viele
Effekte von HDL von S1P werden Uber spezifische -B&RPeptoren vermittelt. Insofern
konnte auch die Verwendung von S1P-Rezeptoragoniste diese potentiellen
Anwendungen einbezogen werden. Die antiapoptotisEigenschaften riicken S1P in den
Interessenfokus als Therapieform fur die Ovarpridek bei Krebspatientinnen nach
Chemo- oder Strahlentherapie. Diese fuhren durdptagische Prozesse zur Zerstérung
des postnatalen Oozyten-Pools und damit zur irs#len Infertilitat (Perez et al., 1997,
Briggs et al., 1999). Untersuchungen an Mausenrhgkeeigt, dal? S1P Oozyten vor der
Doxorubicin- und strahlungsinduzierten Apoptose Uszh (Morita et al., 2000).
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Nachfolgende Langzeitstudien bestatigten diese dhigse (Paris et al., 2002). Ahnliche
Untersuchungen mit mannlichen Mausen sprechen alkefiir den protektiven Effekt von
S1P. Die Applikation von S1P fiihrte dosisabhangigemem geringeren Verlust von
primaren Spermatozoen und Spermatiden nach ioemsler Strahlung als bei
unbehandelten Tieren (Otala et al., 2004). Daduteinte das Lysosphingolipid auch fur

die Andrologie interessant sein.

Aufgrund der vielfaltigen positiven Effekte von HDlund S1P sollten weitere
Untersuchungen in Bezug auf die humane Fertiligggébstand neuer Forschungsprojekte

sein.
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5. Material und Methoden

5.1. Materialien

5.1.1. Gerate

Schuttler TITRA MAX
Kahlzentrifuge MIKRO R22
Mikrozentrifuge Biofug®& Pico
Wasserbad

Feinwaage Kern 770

Laborwaage Kern 440 N

Universal 32R Zentrifuge
BIO-RAD Power Pac Basic
Zentrifuge Biofuge Fresco

IR Sensor Sanyo COnkubator
Thermostat Plus 2 ml

Schuttler

Photometer Heliog

PCR Maschine PTC-200

UV Transilluminator

Mikrotiter Platten Photometer MRX
Gelelektrophorese Blotapperatur
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 M
Versaflour” Fluorimeter
Uber-Kopf-Schuttler

5.1.2. Chemikalien
Methanol

Ethanol
Formaldehyd, 37 %

Ammoniumpersulfat (APS)

N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED)

Glycin

Heidolph Instruments, Schveaihn
Hassa Laborbedarf, Lékbe
Heraeus, Hanau
Kottermann Labortechnik, Uetze
Hassa Laborbedarf, Lubeck
Hassa Laborbedarf, Liubeck
Hettich Zentrifugemtflingen
BIO-RAD, Minchen
Heraeus, Hanau
Sanyo, Minchen
Eppendorf, Hamburg
DPC Biermann, Bad Nauheim
Unicam, Niederlande
Biozym Scientific GmbH, éldorf
MWG-Biotech, Ebersberg
DPC BiermanmdNauheim
BIO-RAD, Minchen
Carl Zeisjale
BIO-RAD, Minchen

Labortechnik Frobel, Lindau

Merck, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Sigma Aldrich, Taufkirchen

BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Mdhen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
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2-Propanol Fisher Scientific, Schwerte
B-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg

Tween 20 Sigma Aldrich, Minchen
Glycerol Merck, Darmstadt

N,N Dimethylformamid Merck, Darmstadt

Triton X-100 Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) BIO-RAD,Mchen
Chlorwasserstoffsaure (HCI) Merck, Darmstadt
Sodiumdodecylsulfat (SDS) BIO-RAD, Minchen
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
Natriumhydroxidlésung (NaOH, 1 N) Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid (MgGlx 6H,0) Merck, Darmstadt

Norit A™ Serva Elektrophoresis, Heidelberg
Kaliumbicarbonat (KHCG) Merck, Darmstadt
Natriumorthovanadat (N¥O,) Merck, Darmstadt
Ammoniumchlorid (NHCI) Merck, Darmstadt

5.1.3. Biologisches Material

5.1.3.1. Patientenkollektiv

Humane Granulosaluteinzellen und Follikelflissigkeurden aus Follikelaspiraten von
Patientinnen im Alter zwischen 23 und 39 Jahrenammen, die sich im Rahmen der
Kinderwuschbehandlung einer hormonellen Stimulatien Ovarien unterzogen haben.
Zuvor wurde ein Basisscreening mit einer perimemdien Vaginalsonografie

durchgefuhrt und die endokrinen Parameter LH, Hgifaund Progesteron im Serum an
den Zyklustagen 1-3 kontrolliert.  Ausschlusskrig@ri vom  nachfolgenden

Stimulationszyklus waren: der Nachweis einer oVi@neRaumforderungen tdber 10 mm
Durchmesser, endometriale Auffalligkeiten, z. BneeEndometriumhéhe > 4 mm und
intrakavitare Pathologien, wie Polypen. Zu den Ehgsskriterien der Patientinnen zahlte
das Vorliegen einer Indikation zur assistierten rRdpktion, wie die schwere

Beeintrachtigung des Spermiogramms (Oligo-Astheamibzoospermie-Syndrom), das in
ca. 70 % der Falle Hauptursache der Infertilitar dRaare war. Patientinnen mit

ideopathischer Sterilitat bzw. einem tubaren Faktwurden ebenfalls in das
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Patientenkollektiv aufgenommen.

Nach Desensibilisierung der hypophyséren gonadaleirse mit Nafarelin (Synaréla
Pharmacia, Freiburg) wurden den Patientinnen zdwktion der Follikelreifung 150-300
U rekombinantes Follikel-stimulierendes Hormon (@éfi, Merck Serono, Darmstadt)
Uber etwa 10-14 Tage appliziert. Ab dem 6. Stimoietag wurde zusatzlich subkutan
eine Injektion Cetrotid® (Cetrorelix, Merck-Serono, Darmstadt) bis zum Ehen der
Ovulationsinduktionskriterien verabreicht. Die Oafithn herangereifter Follikel wurde bei
einem Follikeldurchmesser von mindestens 17 mmauRdllikeln durch Gabe von 10000
U humanem Choriongonadotropin (ChoraBorferring, Kiel) ausgeldst. Nach 36 h
wurden die Oozyten und Follikelflissigkeit transwed aspiriert.

Ein genehmigter Ethikantrag der Ethikkommission Medizinischen Fakultat des UKSH,
Campus Lubeck (Aktenzeichen 04-120 und 06-167)Yaawinnung und Prozessierung der

Follikelaspirate liegt vor.

5.1.3.2. Zelllinien

HGL5-Zellen, eine luteinisierte Granulosazelllimeyrden freundlicherweise von Frau Dr.

Sonntag von der Universitatsfrauenklinik Munster Yarfiigung gestellt.

5.1.4. Zellkulturzubehor

Endotheliales Wachstumsmedium

RPMI 1640, 25 mM HEPES, L-Glutamin
Ultroser G

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
Fotales Bovines Serum (FBS)

Accutase

Trypanblau, 0,4 %
Penicillin-Streptomycin

Kanamycin

Collagenase

Neubauerzahlkammer

Ficoll-Plaque’ Plus
Methylthiazolyldiphenyl-Tetrazolium (MTT)
Matrigel"
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Promocell, Heidglbe
Invitrogen, ksanhe
PALL Life Sciences, Dreieich
Sigma Aldieufkirchen
PAA Laboratories GmbH
PAA Laboratories GmbH
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Biochrom-KG, Berlin
Roth, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Alith, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidelberg
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5.1.5. Reagenzien

Aprotinin, 10 mg/mi

Bovines Serum Albumin (BSA)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Precision Plus Protein, Dual Color Standard

Hyperfilm™ ECL High Performance
Chemiluminescence Film

ECL Western Blot Detektionsreagenz
Polaroid Film 667 ISO 3000/DIN 36
Magermilchpulver (Blotting Grade)
Agarose Ultra Pure
Ethidiumbromid Lésung, 10 mg/ml
50 bp DNA Marker

Nuklease-freies Wasser

PD-10 Saulen

Protein A Sepharose

SEW2871

Cay1044

Pertussis Toxin

Ly29004

SB203580

PD98059

FTY720

H7

VPC24191

Toxin B, Clostridium difficile
Complete’ Protease Inhibitor Cocktail
rh VEGFgs

rh bFGF

Sphingosin 1-Phosphat

NBD Phallicidin

BLT-1

Re-Blot Plus Losung

Alkalische Phosphatase
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Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufitien
Sigma Aldrichaufkirchen

BIOERMUnNchen

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthadigchen
PMA Bode Gmbigmburg
BIO-RAD, Munahe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich,uflarchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Taufkérch
GE Healthcare, Miinchen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Biozol, Miinchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Otto Nordwald GmbH, Hamburg
Calbiochem, Bad Soden
Roche Diagnosticsniktaeim
Biomol, Hamburg
Abcam, Cambridge, England
Biomol, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Chembrigde, San Diego, USA
Chemicon, Hofheim
Sigma Aldrich, Taufkérch



Material und Methoden

Dextran T70 Pharmacia Biotech, Freiburg
Kristallviolett Roth, Karlsruhe

VECTA Shield Biozol, Minchen

30 % Acrylamid/Bisacrylamid Lésung, 37,5:1 BIO-RAMinchen
Optitran® Nitrocellulose Membran Schleicher SthDhssel
Polyvenyldenfluorid (PVDF) Membran Schleicher StHbassel
RNase Out Invitrogen, Karlsruhe

Oligo dT Primer Qiagen, Hilden
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldriciiaufkirchen
HotStar TagPlus DNA Polymerase Qiagen, Hilden

5.1.6. Fertigkits und ELISA-Zubehér

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

RT Omniscript Kit Qiagen, Hilden

RNase-free DNase Kit Qiagen, Hilden

QProteome Cell Compartment Kit Qiagen, Hilden

BCA™ Assay ThermoFischer, Scientific
Braunschweig

Quantikin€ Human FGF basic Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden

Quantikin€ Human VEGF Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden

Progesteron Correlate ETAKit Biomol, Hamburg

5.1.7. Allgemeine Labormaterialien

Kryoréhrchen Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturflaschen Greiner Bio-One, Solingen
Pipettenspitzen Sarstedt, Nuimbrecht
Reaktiongefalie (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg
Einmal-Plastikrohrchen (50 ml, 15 ml) Greiner Bdoe, Solingen
Einmal-Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner Biow®) Solingen
Deckglaser (Durchmesser 12 mm) Assistent Glasviaoeik, Sondheim
Objekttrager Superfost Menzel Glaser, Braunsawe
24 und 96 Loch-Platten Greiner Bio-One, Solinge
Boyden Migrationskammern Corning, Wiesbaden

96 Loch Real time PCR Platten Sarstedt, Numlbrech
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5.1.8. Antikorper

5.1.8.1 Primarantikérper

Name Katalog Nr. | Hersteller Herkunftsorganismus Zz8jat
CD31, BBA7 R&D Systems, Maus, monoklonal anti-
Klon 9G11 Wiesbaden human
VEGFgs, 1909-1 Biomol, Hamburg| Maus, monoklonal anti-
Klon EP1176Y human
B Aktin, Ab441 Sigma Aldrich, Maus, monoklonal anti-
Klon AC-15 Taufkirchen human
Phospho-ERK (Tyr204)| sc-7383 Santa Cruz, Maus, monoklonal anti-
Heidelberg human
bFGF DP3506S Acris Antibodies,| Kaninchen, anti-
Himmelreich polyklonal human
S1P-Rezeptor 1 CAY- Biozol, Miinchen Kaninchen, anti-
10005228-1 polyklonal human
S1P-Rezeptor 2 IMG-6135A Biomol, Hamburg  Kaninchen, anti-
polyklonal human
S1P-Rezeptor 3 CAY- Biozol, Miinchen Kaninchen, anti-
10006373-1 polyklonal human
S1P-Rezeptor 5 PAB-10633 Biozol, Minchen Kaninchen, anti-
polyklonal human
Phospho-AKT (Ser473)] 9271 New England | Kaninchen, anti-
Biolabs, polyklonal human
Frankfurt (Main)
AKT 9272 New England Kaninchen, anti-
Biolabs, polyklonal human
Frankfurt (Main)
Phospho-p38MAP- 9211 New England Kaninchen, anti-
Kinase (Tyr180/Tr108) Biolabs, polyklonal human
Frankfurt (Main)
p38MAP-Kinase 9212 New England Kaninchen, anti-
Biolabs, polyklonal human
Frankfurt (Main)
ERK sc-94 Santa Cruz, Kaninchen, anti-
Heidelberg polyklonal human
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5.1.8.2. Sekundarantikérper

Name Katalog | Firma Herkunfts- | Spezifitat
Nr. organismus

ECL" IgG-HRP- NA931 | GE Healthcare, | Schaf anti-Maus

gekoppelt Munchen

IgG-HRP-gekoppelt| 7074 New England Ziege anti-
Biolabs, Frankfurt Kaninchen
(Main)

IgG-FITC-gekoppelt] F0257 Sigma Aldrich, | Ziege anti-Maus
Taufkirchen

5.1.9. Primer
Name Katalog. Nr. Firma
Hs EDG5 1 SG QuantitTect Primer Assay QT00230846 age€h, Hilden
Hs_EDG3_1_ SG QuantitTect Primer Assay QT0024425%1 agéh, Hilden
Hs_EDG6_1_ SG QuantitTect Primer Assay QT1192744  g&iaHilden
Hs EDG8 1 SG QuantitTect Primer Assay QT00234178 ag€h, Hilden

Sequenz der S1P-Rezeptor 1 Primer

S1P-1R forward 5-CTCCACAACGGGAGCAATAAC-3’ (Nuklemt-Position 815-835)

S1PI1R reverse 5-CAGCGCACTGATGCAGTT-3’ (Nukleotidgttion 911-928)

5.1.10. Puffer und Losungen

0,1 % BSA S1P-Puffer 5 % NEB Antikorper-
Verdunnungspuffer

-1 mg BSA - 0,4 mg BSA - 2,5mg BSA

in 1000 ml 1x PBS geldst  in 100 ml 1x PBS geldst in 50 ml 1x TBST geldst

Lammli-Puffer 1x TBE Alkalische Phosphatase-

Puffer

- 125 mM Tris - 89 mM Tris-Borat - 2 mol/l Glycin

-8 % SDS -2mM EDTA - 200 mmol/l Tris-Cl

- 30 % Glycerin - 1 mM MgChx 6H,0O - 75 mmol/l MgC}
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MTT-LOsung MTT-Stopppuffer Hamolysepuffer
-5mgMTT -10 % SDS - 155 mmol/l NHCI
in 1 ml 1x PBS gelost -50 % N, N Dimethylformamid -1 mmol/l| EDTA pH 7,2

- 10 mmol/l KHCQ

RIPA-Puffer 0,1 % Kiristallviolettldsung 1x TE Perf

- 1 % Nonidet P-40 - 1 mg Kristallviolett -10 mM Tris-HCI, pH 7,4
- 0,5 % Natriumdeoxycholat in 1 ml 96 % Ethanol gelost -1 mM EDTA, pH 8,0

- 0,1 % SDS - 1:100 mit A. bidest verdinnt

supplementiert mit
- 100ug/ml PMSF
- 1 mM Na3vO4

- 30 ug/ml Aprotinin
in 1x PBS gelost

5.2. Methoden
5.2.1. Zellbiologische Methoden

5.2.1.1. Isolierung von humanen Endothelzellen aldabelschnurvenen

Im Kreil3saal gewonnene, fetale Nabelschnire wuodenittelbar nach dem Abnabeln des
Kindes in sterilen Gefallen mit 1x PBS und 2 % Kayambei 4 °C gelagert und
innerhalb von 48 h aufgearbeitet. Vor Beginn detiésung der Endothelzellen (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) wurden didabelschnire mit 70 % Ethanol
desinfiziert. Um verbliebenes Blut zu entfernenraen die Nabelschnurvenen so lange
mit 1x PBS gewaschen, bis klare Spullésung ausv@égren trat. Anschliel3end wurden die
Venen auf einer Seite mit Gefalklemmen verschlogsdniber die offene Seite mit einer
Spritze mit 1 mg/ml Collagenase beflllt. Nachfoldemvurden die Nabelschnire
vollstandig verschlossen und fir 15 min bei RT imee mit 1x PBS gefillten
Gewebekulturschale inkubiert. Um ein besseres Apiéder Zellen zu ermdglichen,
wurden die Nabelschnire leicht massiert und nacteEer Inkubationszeit erneut mit 1x
PBS gewaschen. Der Durchflu@ mit den EndothelzeNemrde in einer sterilen
Gewebekulturschale aufgefangen und die Collagen&@handlung mit einer
Inkubationszeit von 5 min wiederholt. Im Anschlu@rde die Zellsuspension in ein 50 mli

steriles Plastikrohrchen Gberfuhrt und fur 5 min b800 U/min, RT zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 20 td PBS suspendiert und die
Zellsuspension zweimal mit 1x PBS gewaschen. Aies8ahd wurde das Zellpellet in 15
ml Endothelialem Wachstumsmedium supplementiertQyit% Endothelial Cell Growth
Supplement/Heparin, 2 % FBS, 0,1 ng/ml EGglml Hydrocortison, 1 ng/ml bFGF, 50
ng/ml Amphotericin B, 5Qug/ml Gentamycin suspendiert und die Zellsuspensiogine

T75 Zellkulturflasche Uberfihrt. Nach vollstandigédharenz der Zellen erfolgte ein

Mediumwechsel.

5.2.1.2. Isolierung von Follikelflissigkeit und huranen Granulosaluteinzellen

Die aspirierten Follikelpunktate wurden fiir die Gewung der Follikelflissigkeit 10 min
bei 1500 U/min, RT zentrifugiert. Die Uberstandezeiner Punktate von 3-5 Patientinnen
wurden gemischt und bis zur Verwendung bei -80 @efroren. Die verbliebenen
Zellpellets wurden zweimal mit 0,1 % BSA-PBS gewest in 1x PBS suspendiert,
anschlieBend Uber einen Ficoll-Gradienten gesadtiaimid zur Phasentrennung bei 1200
U/min fir 20 min bei RT zentrifugiert. Die Interpdea mit den Granulosaluteinzellen
wurde in ein steriles Plastikrohrchen tberfuhrt ameeimal mit 10 ml 0,1 % BSA-PBS
gewaschen. Zum Entfernen von Erythrozyten wurde Zéfisuspension 5 min mit
Hamolysepuffer bei RT inkubiert und anschlielBendeimal mit 0,1 % BSA-PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in RPMI 1640 supplgiert mit 25 mM HEPES, L-
Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 2 % Ultroserund 10 % FBS suspendiert und bei
37 °C, 5 % CQ@ unter Standardkulturbedingungen im Brutschranktikelt. Nach
vollstandiger Adhéarenz der Zellen erfolgte ein Meawechsel. Die isolierten
Granulosaluteinzellen wurden nach Erreichen dearitgnischen Wachstumsphase von 3-

5 Patientinnen gemischt und fuir die ExperimentezbrsPassage 3 verwendet.

5.2.1.3. Kultivierung von HGL5-Zellen

HGL5-Zellen wurden in RPMI 1640 mit 25 mM HEPES, Glatamin, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 10 % FBS unter Standartlkidedingungen kultiviert.

5.2.1.4. Subkultivierung von Zellen

Die Zellen wurden je nach Konfluenz (80-90 %) zwm& dreimal wochentlich passagiert.
Dafur wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewasclhd nach Zugabe von 3 ml
Accutase bis zum vollstandigen Ablosen der Zellen Brutschrank inkubiert. Nach

Zugabe von Wachstumsmedium wurden die Zellen dwatsichtiges Suspendieren
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vereinzelt und durch Zentrifugation bei 1000 U/nfim 5 min bei RT pelletiert. Der

Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 10 ml Wataomsmedium aufgenommen und je
nach Kultivierungsdauer in einem Verhaltnis von b&v. 1:4 passagiert. Die Zellen
wurden mit je 15 ml Wachstumsmedium unter Standdtdibedingungen im Brutschrank

kultiviert.

5.2.1.5. Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauerzdkammer

Die Bestimmung der vitalen Gesamtzellzahl einertituermaéglicht neben der Prifung
von Kulturbedingungen, das Einsetzen definiertdizablen fir die Standardisierung und
Vergleichbarkeit vonn vitro Experimenten. Dafir wurde die geerntete Zellsusioenl:2
mit 0,4 % Trypanblau verdinnt und in die Neubau&hnlkammer pipettiert. Die Farbung
der Zellen mit Trypanblau erlaubt die Unterscheglawischen lebenden und toten Zellen.
Aufgrund des geladenen Membranpotentials einekiataZelle ist die Aufnahme von
grof3en Molekilen beschrankt. Dadurch kann Trypanbla in die Zelle eindringen, wenn
die Membran zerstort ist. Somit werden vitale Zell@cht gefarbt. Lichtmikroskopisch
wurden ungefarbte Zellen in vier GroRquadraten ezédgit und der Mittelwert gebildet.
Da alle Teilfelder des Gesamtzahlfeldes die glei@ré3e haben, entsteht ein genau
definierter Raum aus 0,1 mm Tiefe, 0,1 pl Volumed & mnf Flache. Daraus wurde die
Zellzahl/ml wie folgt berechnet:

Mittelwert x 1¢ x Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension = Zellzahl/m

Die Gesamtzellzahl errechnet sich aus der Zelladh¥ Volumen der vorhandenen

Zellsuspension.

5.2.1.6. Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung von Zellen wurden suldkaente Zellkulturen zweimal mit 1x
PBS gewaschen und wie beim Passagieren geernteerbBaltene Zellsuspension wurde
bei 1000 U/min fir 5 min bei RT pelletiert, der Wstand dekantiert und das Zellpellet in
Zellkulturmedium mit 10 % FBS, 10 % DMSO suspendiddie Zellen wurden in
Kryoréhrchen tberfiihrt und bei -196 °C in flissig8tickstoff konserviert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte zligig durch Erwémndes Kryoréhrchens im Wasserbad
bei 37 °C. Die Zellsuspension wurde unmittelbaraddnin eine T75 Zellkulturflasche mit
Wachstumsmedium Uberfihrt. Das zytotoxische DMSOrdewunach vollstandiger
Adhéarenz der Zellen durch Waschen der Zellen mieB$ entfernt. Anschlie3end erfolgte

ein Mediumwechsel.
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5.2.1.7. MTT-Test zur Bestimmung der Zellproliferaion

Neben der direkten Bestimmung der Zellproliferatidie auf Zahlung von Zellen beruht,
gibt es eine Reihe photometrischer Verfahren, dielmsetzung oder Bindungen von
Farbstoffen basieren und kolorimetrisch gemessenrdeme konnen. Fur die
Untersuchungen zur Proliferation von HUVEC- und r@&asaluteinzellen wurde ein
System verwendet, bei dem MTT durch die Aktivitat dhitochondrialen Dehydrogenase
in lebenden Zellen zum wasserunléslichen, violeN&rr-Formazan reduziert wird, das
bei 560 nm sein Absorptionsmaxium hat. Diese Reakfilt als ein Mal3 fir den
Redoxstatus und korreliert mit der Viabilitat, deetabolischen Aktivitat und der Zellzahl
einer Zellpopulation.

Fur die Untersuchungen zum Einflu3 verschiedendstnzen auf die Proliferation von
HUVEC Zellen wurden 1x10Zellen in die Kavititen einer 96 Loch-Platte eiséfeund (.
N. unter Standardbedingungen kultiviektach Dekantieren des Kulturmediums wurden
die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit 1 % FBSokmpentiertem Zellkulturmedium
ohne weitere Wachstumszuséatze fur weitere 24 hviart Die Stimulation der Zellen
erfolgte nach zweimaligem Waschen mit 1x PBS. Daurden die Zellen mit 100 pl
Zellkulturmedium, das den jeweiligen Stimulus inrsehiedenen Konzentrationen enthielt,
behandelt. Danach wurden die Ansatze tber 24 h B8vwh und 72 h kultiviert. 4 h vor
Ende der Inkubationszeit wurden 10 pul MTT in dievk&ten pipettiert und die Zellen fur
4 h im Brutschrank inkubiert. Um die Reaktion zuetha@en, wurden 100 pl MTT-
Stopppuffer zugegeben und die Anséatze fir 10 h-B@iHRT im Dunkeln inkubiert. Die
Messung der optischen Dichte des MTT-Formazandgéefom Photometer bei 560 nm.
Der Einflul? der verwendeten Substanzen auf die ifBralion der Zellen wurde
anschliel3end relativ zur Lésungsmittelkontrolle bzwunbehandelten Zellen ermittelt.

5.2.1.8. Untersuchungen zur Tubulusformation mit Marigel ™

Fur die Untersuchungen zu Angiogenese von humamalotkelzellen eignen sich 2-
Dimensionale Modelle, bei denen die Zellen in Zdlikrgefallen ausgesat werden, die mit
einer Gel-Matrix aus Kollagen, Fibrin oder Matrigdbeschichtet sein kénnen (Lawley,
Kubota 1989; Vernon et al., 1995; Hall et al. 2004)f diesen Gelen bilden sich planar
zur Oberflache des Zellkulturgefalles nach Stimudatder Zellen kapillarahnliche
Strukturen (Tubuli). Fur die vorliegenden Untersuwngen wurde ein wachstumsfaktor-
reduziertes Matrigel verwendet, auf dem sich innerhalb von 24 h Tubildien (Donovan

et al., 2001). Die Matrix wurde 0. N. bei 4 °C aetfgut und auf vorgekihlte 96 Loch-
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Platten je 6Qul Matrigel™ pro Kavitat senkrecht in die Kavitaten pipettigknschlieBend
wurden die 96 Loch-Platten zur Polymerisation deatrigels™ 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden 24 h vor Versuchsbegaweimal mit 1x PBS gewaschen
und U. N. mit 1 % FBS supplementiertem Zellkultudmen vorbehandelt. Danach wurden
die Zellen geerntet, gezahlt und je 1%1Pellen in 100ul Zellsuspension mit dem
jeweiligen Stimulus auf die Matrigel™ Matrix gegebeAls Kontrolle wurden HUVEC
Zellen mit wachstumsfaktorfreiem bzw. mit den emgspenden Volumina des der
Loésungsmittel von Inhibitoren und Stimuli inkubiefdiese Anséatze wurden nach 24 h
mikroskopisch beurteilt und fotografiert.

5.2.1.9. Migration von Granulosaluteinzellen

Die Untersuchungen zur Chemotaxis humaner Granukesazellen wurden mit dem
Boyden-Kammer-System durchgefuhrt, das in Abbildé&ggezeigt ist. Der obere und
untere Teil der Boyden Kammer sind durch eine poré®lycarbonat Membran
voneinander getrennt. Wird ein Stimulus in den rerteTeil der Kammer gegeben,
migrieren die Zellen durch die Poren von der obengidie untere Seite der Membran. Die
migrierten Zellen auf der Membranunterseite wurdah Kristallviolett gefarbt und die

optische Dichte der Farbung photometrisch gemessen.

Abbildung 68: Schema-

tische Darstellung eines

Boyden-Kammer Sys-

tems. In den pordsen
Transwell Einsatz Transwell-Einsatz  werden
Zellen mit  Zellkultur-
medium ohne Wachstums-
Zusatze eingesat, die in
Richtung  Stimulus im
unteren Kompartiment des
Boyden Kammer Systems
migrieren.

oberes Kompartiment

Membran mit Poren
unteres Kompartiment

Fur die Untersuchungen zur Migration von Granulasshzellen wurden die Transwell-
Einsatze 2 h in serumfreiem Zellkulturmedium bei €7 im Brutschrank &aquilibriert.
AnschlieRend wurden 1xiGGranulosalutein- und HGL5-Zellen in 100 pl serugigm

Zellkulturmedium aufgenommen und in das obere Katinpant der Kammer pipettiert.
Diese Einsatze wurden in 24 Loch-Platten gestellgie zuvor 600 pul Medium mit FF,
FHDL und S1P in unterschiedlichen Konzentrationepetiiert wurde. Die Ansatze

wurden fur 20 h unter Standardkulturbedingungemmischrank inkubiert. Anschlie3end
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wurde das Medium im oberen Kompartiment der Kammekantiert und die nicht
migrierten Zellen mit einem Wattestdbchen vorsghtom oberen Teil der Membran
entfernt. Die migrierten Zellen auf der Membranusgge wurden nachfolgend fir 1 h mit
Methanol (abs.) bei 4 °C fixiert und die Membrargemch Inkubation bei RT unter dem
Abzug getrocknet. Die Membranen der Transwell-Bzesaurden 2 h bei RT mit 0,1 %
Kristallviolettlosung gefarbt und Uberschissigesistativiolett anschlieRend durch
mehrfaches Waschen der Transwell-Einsatze entfeArischlieRend wurden die
Membranen . N. getrocknet und das Kristallviatetthfolgend mit 200 pl einer 10 %igen
SDS Losung durch langsames Schitteln aus den Zsdierusgelost. Die optische Dichte
der Kristallviolettldsung wurde abschlie3end im tinoeter bei 560 nm gemessen und die
Migration relativ zu unbehandelten bzw. mit dem wigsmittel des jeweiligen Stimulus
behandelten Zellen berechnet. Fur die Experimente 3ignaltransduktion und
Rezeptoridentifizierung wurden die Zellen 30 mirr vimgabe von FF, FHDL bzw. S1P
mit den jeweiligen Inhibitoren bzw. Rezeptoragoemstnd —antagonisten vorbehandelt.

5.2.1.10. Zellkultur zur Untersuchung von Proteinplosphorylierungen

1x1® HUVEC-, primare Granulosalutein- und HGL5-Zellenurden in T75

Zellkulturflaschen eingeséat und 48 h unter Standdtdrbedingungen kultiviert. Danach
wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen fimdweitere 24 h mit 1 % FBS
supplementierten  Zellkulturmedien  unter  Standattkbedingungen inkubiert.
AnschlielRend wurden die Zellen zweimal mit 1x PESvgschen und mit FF, FHDL und
S1P behandelt. Die Inkubation der HUVEC Zellen veuiither einen Zeitraum von 30 min,
die der Granulosaluteinzellen tber 60 min durchigefund die Zellen nach 10 min, 30

min und 60 min sowie unbehandelte Zellen (0 mirgrgtet.
5.2.2. Proteinbiochemischen Methoden

5.2.2.1. Immunzytochemische Identifizierung von HU¥C Zellen

Aus Nabelschniren isolierte Endothelzellen kénnercld Markierung mit Endothelzell-
spezifischen Antikorpern mittels Durchflusszytomeet(FACS) oder Immunfluoreszenz
identifiziert werden. Diese sind direkt an einerudfeszenzfarbstoff gekoppelt oder
werden mit einem Fluorochrom-gekoppelten Sekundi@mper markiert, der selektiv an
den Priméarantikérper bindet. Diese Methode erladibt Uberpriifung der Reinheit der
isolierten Zellpopulation. Dafiir wurden 1x1@ellen der Zellkulturpassage 1 bis 5 auf

Deckglasern in einer 6 Loch-Platte ausgeséat undh2dnter Standardbedingungen
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kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zweinmait 1x PBS gewaschen und mit
eiskaltem Methanol (abs.) fur 15 min bei -20°C diti und permeabilisiert. Nach
mehrfachem Waschen mit 1x PBS erfolgte die Blockigrvon unspezifischen Bindungen
durch Inkubation der Zellen mit 3 % Ziegen Serum 30 min bei RT. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 25 pg/ml anti-human CD31 Katper 1 h in einer Feuchtkammer
bei RT inkubiert. Um nicht gebundene Antikorper emtfernen, wurden die Deckglaser
dreimal 5 min mit 1x PBS gewaschen und fir 1 hB®€&imit einem FITC-gekoppelten
Ziege-anti-Maus-IgG Antikorper in einer Verdinnuwgn 1:200 in 0,1 % BSA-PBS im
Dunkeln inkubiert. Nachfolgend wurden die Deckgtaseeimal 5 min mit 1x PBS
gewaschen und die Zellkerne abschlieRend fir 10bmirRT mit 1 pg/ml DAPI gefarbt,
die Deckglaser dreimal 5 min mit A. bidest gewaschgetrocknet und fur die
Fluoreszenzmikroskopie mit VECTAShield luftblasemfreingedeckt. Die Auswertung
erfolgte durch Z&ahlen von 200 Zellen pro Deckghs) denen jeweils CD31 positive
Zellen (gran) im Vergleich zu DAPI-gefarbten Zeltken (blau) erfal3t wurden. Daraus
wurde der Anteil von HUVEC Zellen und somit die Reeit der isolierten Zellpopulation

ermittelt.

5.2.2.2. Quantifizierung von VEGFgs und bFGF in FF

Die Messungen der VEG§s und bFGF Konzentrationen in FF erfolgte mit del%A
Technologie und wurde exakt nach Herstellerangaheohgefihrt. Das Prinzip dieser
Methode ist die quantitative ,Sandwich Enzym Immassay”“ Technik, bei der ein fur
humanes VEGfs bzw. bFGF spezifischer monoklonaler Antikérper asine
Mikrotiterplatte gebunden ist. Wenn VEGE bzw. bFGF in den zu untersuchenden
Proben enthalten ist, bindet der Wachstumsfaktordan immobilisierten Antikorper.
Nachdem durch mehrere Waschschritte nicht gebun@arestanzen entfernt werden,
bindet ein Enzym-gekoppelter polyklonaler Antikdrpen diesen Komplex. Durch die
Zugabe einer Substratlosung entwickelt sich eimidraschlag, der je nach VEGE bzw.
bFGF Menge in der Ausgangssubstanz an Intensitét ader abnimmt. Die
Farbentwicklung wird durch Zugabe einer Stopploshagndet und kann im Photometer
bei 450 nm gegen eine Wellenlangen Korrektur bed 561 gemessen werden. Die
Berechnung der VEGEs bzw. bFGF Konzentration in Follikelflissigkeit elfte gegen
eine Standardreihe mit dem jeweiligen Wachstumefaktund wurde nach

Herstellerangaben mit linearer Regression ausgetvert
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5.2.2.3. Immunodepletion von VEGkss und bFGF in FF

Die Technik der Immunodepletion ermoglicht das E&mén von Proteinen mit
Antikorpern aus biologischen Gemischen, wie Zeditgs oder Serum. Dabei bindet der
spezifische Antikdrper an das zu entfernende Antifigeser Komplex wird durch Zugabe
von Protein A, das an Sepharose oder magnetisché&ePagekoppelt ist, gebunden.
Protein A ist ein Zellwandbestandteil vdataphylococcus aureusiall die meisten
Saugerimmunglobuline an die Fc Region des Antik&endet. Dieser Komplex kann
durch Zentrifugation aus dem Serum etc. entferrd nach mehreren Waschschritten
weiter analysiert werden. Um VEGE und bFGF aus Follikelflissigkeit zu entfernen,
wurden 300 ul unverdinnte, native FF fur VEgFund bFGF 1:50 mit anti-human
VEGFy65 bzw. anti-human bFGF Antikérpern verdinnt und tibsi 4 °C auf einem Uber-
Kopf-Schittler inkubiert. Zu diesen Ansatzen wurden25 pl Protein A Sepharose
pipettiert und fur weitere 2 h bei 4 °C inkubigkhschlieRend wurden die Ansatze fiir 30 s
bei 10000 U/min, 4 °C zentrifugiert und die Ubenské in separate ReaktionsgefaRe
uberfuhrt. Von diesen Uberstanden wurden die Komaganen der Wachstumsfaktoren
im Vergleich zu unbehandelter FF mittels ELISA bestt.

5.2.2.4. Progesteron ELISA

5.2.2.4.1. Zellkultur, Stimulation und Ernte

1x1@ primére Granulosalutein- und HGL5-Zellen wurder2éhLoch-Platten eingesét und
in Wachstumsmedium 0. N. unter Standardkulturbadiggn kultiviert. Die Zellen
wurden anschlieBend zweimal mit 1x PBS gewaschesh fiin weitere 24 h unter
serumfreien Bedingungen kultiviert. Nach Ende d#tubationszeit wurden die Zellen
erneut gewaschen und mit verschiedenen FHDL Kora@mien in 0,5 ml serumfreiem
Zellkulturmedium fir 24 h bzw. 48 h und 72 h belalhdie Zellkulturiiberstande wurden

in Reaktionsgefal3e tberfuhrt, fir 3 min bei 10000nid, 4 °C zum Entfernen von
Zellresten zentrifugiert, anschlieRend 4p0des Uberstandes in neue ReaktionsgefaRe

Uberfuhrt und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert.

5.2.2.4.2. Quantifizierung der Progesteronkonzentitgon in Zellkulturtiberstanden

Die quantitative Bestimmung von Progesteron in kigduriiberstdnden wurde mit einem
Progesteron ELISA durchgefuhrt. Dabei bindet eityldonaler Antikorper kompetitiv an
Progesteron in den zu untersuchenden biologischessigkeiten (Serum, FF, Zellkultur-

104



Material und Methoden

Uberstande) oder kovalent an ein Alkalisches Praisgh Molekiil. Uberschissige
Reagenzien werden nach Inkubation der Ansatze ikrdilierplatten bei RT durch
mehrfaches Waschen entfernt und das Substrat depebgn. Nach einer kurzen
Inkubationszeit wird die enzymatische Reaktion ggst und die entstandene gelbe
Farbung im Photometer bei 405 nm gegen eine Hiniedkorrektur bei 560 nm
gemessen. Die Intensitat der gelben Farbe ist uemgek proportional zur
Progesteronkonzentration in den Standards oderzdemntersuchenden Proben. Da der
Uberwiegende Teil des sezernierten Progesteronsideh im zirkulierenden Plasma bzw.
in Zellkulturtiberstanden vorkommt, wurden die Zeltkriberstdande vor Durchfiuhrung
des ELISA 1:100 mit dem vom Hersteller empfohlergtaroid Displacement Reagenz
verdinnt und fir 10 min bei RT inkubiert. Dadurcirdvan Serumproteine gebundenes
Progesteron geldst. Der ELISA wurde exakt nach tdbesangaben durchgefuhrt, wobei
alle Proben und Standardverdinnungen in Duplikgeanessen wurden. Die Auswertung
erfolgte nach Herstellerangaben doppelt logaritbimis Die Konzentration des

Progesterons in den Zellkulturiberstanden wurdetdinterpolation berechnet.

5.2.2.5. Zelllyse und Proteinisolierung

Die Zellen wurden zweimal mit 1x PBS gewaschen, Adtcutase vom Boden der
Zellkulturflasche geldst, in 1 % FBS supplemengiertZellkulturmedium suspendiert und
durch Zentrifugation bei 1000 U/min fir 5 min beT Relletiert. Die Zellpellets wurden
anschlielend zweimal mit 1x PBS gewaschen und imnb&Puffer, der mit einem

Proteaseinhibitorcocktail (Complet®lini) supplementiert war, lysiert. Nachfolgend
wurden die Lysate 5 min bei 95 °C im Heizblock &tiauf Eis abgekihlt und fur 15 min
bei 13000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Der klarebdsstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald Gberfihrt und bis zu Verwendung8&rC gelagert.

5.2.2.5.1. Zelllyse fur den S1P-Rezeptor Nachweis

Der Nachweis von S1P-Rezeptoren in Granulosalutéerz erforderte eine differentielle
Aufarbeitung der geernteten Zellen. Fir den Nacbwler S1P-Rezeptoren 1, 2 und 5 im
Western Blot wurden 5xfOpriméare Granulosalutein-, HGL5- und HUVEC Zellen
zweimal durch Suspendieren der Zellen in eiskalten?BS und Zentrifugation bei 1000
U/min far 5 min bei 4 °C gewaschen und die ZelipisllanschlieRend mit dem QProteome
Cell Compartment Kit nach Herstellerangaben aufysitat. Diese Methode erlaubt durch

die Zugabe verschiedener Extraktionspuffer, diekdrle Isolierung von Proteinen aus
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unterschiedlichen zellularen Kompartimenten (Zyaspha, Membranen, Zellkern,
Zytoskelett). Anschlie3end wurden die Proteine @mier Acetonfallung konzentriert und
entsalzt. Daflr wurden den 1 ml Fraktionen der gigematischen- und Membranproteine
4 Volumen eiskaltes Aceton zugesetzt und die Arestitz 15 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 13000 U/min fir 10 min bei 4 “@urde das Aceton dekantiert und die
Proteine in LAmmli-Puffer mit CompletMini aufgenommen. Nachfolgend wurden die
Lysate 5 min im Heizblock bei 95 °C denaturiert,f &iT abgekihlt und bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert. Fir den Proteinwath des S1P Rezeptors 3 wurden
5x1¢F Zellen zweimal durch Suspendieren der Zellen iskatem 1x PBS und
Zentrifugation bei 1000 U/min fur 5 min bei 4 °Cwgeschen, die Zellpellets in RIPA-
Puffer fir 30 min auf Eis inkubiert und durch mehfiges, langsames Aufziehen durch
eine Kandule lysiert. Die Lysate wurden bei 1300w/ fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert
und die klaren Uberstande in neue Reaktionsgefti@iinrt. Bis zur Verwendung wurden
die Lysate bei -80 °C gelagert.

5.2.2.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGEgise Methode, bei der Proteine

entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrenetden (Lammli, 1970)Bei dem
verwendeten System handelte es sich um ein diskoatliches System aus Trenn- und
Sammelgel, die sich im Hinblick auf lonenstarke, \Wert und Porengrof3e unterschieden.
Zur Herstellung eines 10 %igen Trenngels wurdenéezhst folgende Komponenten
pipettiert.

- 1,67 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37, 5:1)

- 1,25 ml 4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8)

- 1,97 ml A. bidest

- 50 pl 10 % SDS

- 30 pul 10 % APS

-10 pul TEMED

Nach Mischen der Substanzen und Beftillen der MirAggparatur wurde das Gel mit 2-
Propanol Uberschichtet, das nach PolymerisatiorGads durch Absaugen mit Filterpapier
wieder entfernt wurde. Anschlieend wurden fur din%iges Sammelgel folgende

Komponenten pipettiert.
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- 270 pl 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

- 0,5 ml 4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-ClI, pH 6,8)
- 1,19 ml A. bidest.

- 20 ul 10 %SDS

-10 ul 10 % APS

-5 ul TEMED

Das Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen itneimem Kamm versehen. Nach
vollstandiger Polymerisation des Sammelgels, wud#s Gel in die Blotapparatur
eingespannt, die Gelkammer mit 1x Laufpuffer (25 Mg, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS,
pH 8,3) beflllt und der Kamm entfernt.

5.2.2.7. Probenvorbereitung

Die Proteinlysate von HUVEC-, HGL5- und Granuloseinzellen wurden mit 4x
Ladepuffer (125 mM Tris, 30 % Glycerin, 8 % SDS, %(B-Mercapthoethanol, 0,001 %
Bromphenolblau) gemischt und zur Denaturierung 5Umin bei 95 °C im Heizblock
inkubiert. Nach Abklhlen der Proben auf RT wurde& Eroteine im 10 %igen SDS-
Polyacrylamidgel bei 150 V aufgetrennt.

5.2.2.8. Western Blot

5.2.2.8.1. Western Blot zum Nachweis phosphoryliest Proteine

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden auf eiiteobellulose Membran bei 300 mA
fur 2 h mit 1x Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mMy@Gin, 20 % Methanol) in einem
Tank Blot System geblottet. AnschlieRend wurdenMignbranen 5 min mit 1x TBS (150
mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7,5) gewaschen und natdgnd 1 h bei RT mit 5 %
Blockierungslésung (5 % Magermilchpulver in 1x TEB&l % Tween-20) zur Blockierung
freier Bindungsstellen bei leichtem Schutteln inkwb Die Membranen wurden dreimal 5
min mit 1x TBST (1x TBS, 0,1 % Tween-20) gewasch@ie Inkubation der Nitrocellu-
lose Membranen mit den Primarantikérpern in deregeggenen Verdinnungen (Tabelle 4)
erfolgte bei 4 °C 0. N. unter leichtem Schittelne Merdiinnungen der Priméarantikorper
der Firma NEB wurden nach Herstellerangaben in 5 NEB Antikorper-

Verdiunnungspuffer angesetzt.
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Primarantikorper HUVEC Zellen primére GranulosaddGL5-Zellen
luteinzellen

Phospho AKT (Ser473) 1:500 1:500 1:500

AKT 1:20000 1:20000 1:20000

Phospho p38 MAP-Kinase| nicht verwendet | 1:2500 1:4000

(Tyr180/Tr108)

p38MAP-Kinase nicht verwendet| 1:2500 1:2500

Phospho ERK (Tyr204) 1:500 1:500 1:500

ERK 1:20000 1:10000 1:10000

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Primarantikorper und dereardiinnungen zum Nachweis
phosphorylierter Kinasen.

Alle anderen Antikérper wurden in 5 % Blockierurgging verdinnt. Nach Ende der
Inkubationszeit wurden die Membranen dreimal 5 fen RT mit 1x TBST gewaschen
und fur 1 h bei RT unter vorsichtigem Schutteln deh angegebenen Verdinnungen der
entsprechenden Sekundarantikdrper inkubiert (T3l

Sekundarantikorper Phospho-AKT | Phospho-ERK | ERK Phospho-p38
(Serd73)/IAKT | (Tyr204) (Tyrl80/Tr108)/p
38 MAP-Kinase
anti-Kaninchen 1gG 1:1000/1:20000 | nicht verwendet 1:20000 1:5000

HRP-gekoppelt,

Ziege
ECL" anti-Maus nicht verwendet | 1:1000 nicht nicht verwendet
IgG HRP gekoppel verwendet

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Sekundarantikérper und defemiiinnungen zum Nachweis

phosphorylierter Kinasen.

AbschlieRend wurden alle Membranen finfmal 5 min fnit TBST gewaschen, die
Banden mit einem ECL Chemilumineszenz Detektiongea auf Hyperfilm ECL High
Performance Chemiluminescence Filmen sichtbar getmex die Filme digitalisiert.

5.2.2.8.2. Western Blot zum Nachweis von S1P-Rezeqdn

Der S1P-Rezeptor Nachweis wurde im Wesentlichedusohgeflihrt, wie unter 5.2.2.8.1.
beschrieben (SDS-PAGE, Transfer, Inkubation deik&nper). Deshalb sind nachfolgend
die Unterschiede zu dem Nachweis der Proteinphogldang aufgezeigt.

Fur die Detektion des SP-Rezeptors 1 wurdenu@SMembranprotein von primaren
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Granulosalutein- und HGL5-Zellen aufgetrennt und eme PVDF Membran mit 1x
Transferpuffer ohne Methanol geblottet. Vor Verwamg wurde die Membran 30 s in
Methanol (abs.) mobilisiert, anschlielend 2 mirAinbidest. gewaschen und 10 min in
Transferpuffer ohne Methanol aquilibriert Der Naehsvdes S1P-Rezeptors 3 erfolgte mit
40 ng RIPA-Lysat, fir den S1P-Rezeptor 5 wurdenugjsund fur den S1P-Rezeptor 2 40
ug zytoplasmatische Proteine eingesetzt. Diese iReotgurden auf eine Nitrocellulose
Membran geblottet. Als Positivkontrollen wurden temlysate von HUVEC Zellen
verwendet. Die Primarantikbrper wurden, wie in Tkbe6 angegeben, in 5 %
Blockierungslosung verdinnt. Der Sekundarantikorpg@nti-Kaninchen I1gG-HRP-
gekoppelt) wurde bei allen S1P-Rezeptorantikorgarreiner Verdiinnung von 1:2000

eingesetzt.
Primarantikorper Verdiinnung Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Primarantikorper
S1P-Rezeptor und deren Verdinnungen zum Nachweis von S1P-
1 1:500 Rezeptoren
2 1:500
3 1:600
5 1:1000

5.2.2.9. NBD Phallicidin Farbung von polymerisierta Aktinfilamenten

Chemotaktische Prozesse sind eng mit Veranderurtgen Zytoskeletts, bei denen
Aktinfilamente polymerisieren, assoziiert (Van Niedimerongen et al., 2001; Small et
al., 2002). Fur die Messung bzw. das Sichtbarmadeemktinpolymerisierung auf einen
Stimulus wurde NBD Phallicidin verwendet. Es geha@u den Phalloidinen, den
Giftstoffen des Knollenblatterpilzes, die sich aasdA\ktinzytoskelett der Zellen anlagern.
Durch die Markierung von Phallicidin an einen Fleszenzfarbstoff kann die
Aktinpolymerisierung nach Stimulation der Zellenchgbar gemacht bzw. gemessen
werden. Um zu prufen, ob FF, FHDL und S1P die Addigmerisierung von primaren
Granulosalutein- und HGL5-Zellen stimulieren, wurdex1d® primare Granulosalutein-
und HGL5-Zellen auf runde Deckglaser mit einem Dumesser von 12 mm in einer 24
Loch-Platte ausgesat und unter Standardkulturbadgen G. N. kultiviert. Anschliel3end
wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen fimdweitere 24 h mit 1 % FBS
supplementiertem Zellkulturmedium inkubiert. Voin@ilation wurden die Zellen erneut
mit 1x PBS gewaschen und nachfolgend fir 30 mim&0und 90 min mit FF, FHDL und
S1P inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden Zellen zweimal mit 1x PBS
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gewaschen, 10 min bei RT mit 3,7 % Formaldehyd x PBS fixiert und erneut
gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellen wurdé®sh % Triton X-100 in 1x PBS fur

5 min bei RT durchgefihrt und die Waschschritte calsfRend wiederholt. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungen wurden dieletefir 30 min mit 1 % BSA-PBS
bei RT unter vorsichtigem Schutteln inkubiert uratimfolgend 1 h bei RT mit 1 U NBD
Phallicidin in 1 % BSA-PBS pro Deckglas gefarbtr ZHntfernung von nicht gebundenem
NBD Phallicidin wurden die Zellen zweimal mit 1x BRjewaschen, anschliel3end bei RT
getrocknet und der gebundene Farbstoff mit 200Methanol (abs.) unter starkem
Schitteln 2 h bei RT herausgeldst. Die Kontrolle,der Fluoreszenzfarbstoff vollstandig
aus den Zellen herausgeldst war, wurde unter derarédzenzmikroskop durchgefihrt.
Der Uberstand wurde in ein ReaktionsgefaR iiberfiihdt zum Entfernen von Zellresten
bei 10000 U/min fur 3 min bei RT zentrifugiert. AdieBend wurden 14@Ql des
Uberstandes in ein neues ReaktionsgefalR UberfiRi die Messungen der
Fluoreszenzintensitat mit dem Versaflouluorimeter wurde das Fluorochrom bei einer
Wellenldnge von 470 nm angeregt und das emittieidet bei 530 nm gemessen. Die
Fluoreszenzintensitat wurde relativ zu unbehandeften. mit den Lésungsmitteln des
jeweiligen Stimulus behandelten Zellen berechnét. die mikroskopischen Aufnahmen
wurden die Zellkerne fir 5 min mit dg/ml DAPI bei RT im Dunkeln geféarbt, dreimal 5
min  mit A. bidest gewaschen, getrocknet und mit te¥Bbield fir die

Fluoreszenzmikroskopie eingedeckt.

5.2.3. Herstellen einer Sphingosin 1-Phosphat Losgn

Sphingosin 1-Phosphat (S1P) wurde nach Herstetjatsn in einer Konzentration von
0,5 mg/ml in Methanol (abs.) gel6st. Dabei war Enhitzen der Losung auf 65 °C mit
zusatzlichem Schitteln notwenig, um das Lysophdgmtovollstandig zu l6sen. Aliquots

zu je 25 pl wurden anschlieBend unter Stickstoffdampft und bis zum weiteren
Gebrauch bei -20 °C gelagert. Fur das Herstelleeregebrauchsfertigen Losung (125
pumol/l S1P) wurde das verbliebene Pellet fir 30 ten 37 °C im Heizblock in 250 ul

S1P-Puffer unter Schitteln gel6st. Aus dieser Stié@sung wurden Vorverdinnungen mit
S1P-Puffer angesetzt und so mit Zellkulturmediunitevererdiinnt, dal3 alle Ansatze die

gleiche Menge Losungsmittel enthielten.
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5.2.4. Quantifizierung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen von FF und Zelllysatearden basierend auf der Biuret
Methode mit dem BCA Assay quantifiziert. Dabei wird Glidurch Proteine in einem
alkalischen Medium zu Ctireduziert und kann durch ein Bichinonsaure-haitiBeagenz
hoch sensitiv und selektiv kolorimetrisch detektigrerden. Durch die Bildung von
Chelaten aus zwei Molekulen Bichinonsdure und eikamferion entsteht ein violett
gefarbtes, wasserlosliches Produkt, deren Menge steigender Proteinkonzentration
linear zunimmt. Den Herstellerangaben folgend, wuelne Standardreihe in einem
Bereich von 20 pg/ml-2000 pg/ml aus einer BSA-Stéisomg (2 mg/ml BSA) mit A.
bidest hergestellt. Je 25 pl der Standardverdirerungnd der 1:10 mit A. bidest
verdinnten Proteinlysate wurden in die Kavitatemeei96 Loch-Platte pipettiert. Dazu
wurden 200 pl des Arbeitsreagenz (BCAReagenz A und BCA Reagenz B im
Verhéltnis 50:1 gemischt) pipettiert, kurz gemisand die Platte fur 30 min bei 37 °C
inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden Alinséatze 10 min bei RT &aquilibriert
und die optische Dichte der Proben und Standards@enm gemessen. Die Berechnung

der Proteinkonzentration der Proben erfolgt dunobdre Regression der Standardreihe.
5.2.5. Biochemische Modifikationen

5.2.5.1. Gelfiltration

Da die verbliebene FF nach Ultrazentrifugation nSelze enthielt, die sich stérend auf die
Proliferations- und Migrationsexperimente auswirkkannen, wurde die FF durch
Gelfiltration entsalzt. Dafir wurden PD-10 Saulert 8 ml 1x PBS aquilibriert und 2,5
ml der zu entsalzenden FF auf die Saule gegeberDirehflul? wurde verworfen und die
Elution der entsalzten FF mit 3,5 ml 1x PBS vorgenen. Die gewonnenen Eluate

wurden aliquotiert und bis zur weiteren Verwendbeg-80 °C gelagert.

5.2.5.2. Hitzebehandlung

Zur Aufreinigung der mitogenen Aktivitdt wurde FEil60 min, 70 min, 80 min, 90 min
und 100 °C fir 30 min im Heizblock inkubiert, ausE&bgekuhlt und fur 20 min bei 4000
U/min, 4 °C zentrifugiert. Von den gewonnenen Utiexde wurden je 8@l FF/100 pl
Zellkulturmedium ohne Wachstumszusatze in die fena@tionsexperimente eingesetzt.
Nachfolgende Hitzebehandlungen von FF wurden bei’@0durchgefuhrt und 2l

FF/100 pl Zellkulturmedium ohne Wachstumszusatze in die esichungen zur
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Tubulusformation eingesetzt. In Analogie zur Hitzeadndlung von FF bei 90 °C, wurde
mit FHDL und S1P verfahren. Anschlieend wurden irdglare Mengen zu den
Konzentrationen der Stimuli eingesetzt, bei denen Rroliferation und Migration der

Zellen untersucht wurde.

5.2.5.3. Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Die Behandlung von FHDL und S1P mit Alkalischer Bplwatase wurde wie bereits
beschrieben durchgefuhrt (Ruwisch et al., 2001)Usf@es Enzyms wurden mit 450 ul
Puffer gemischt. Nach Zugabe von FHDL und S1P wule Ansatze fir 30 min bei 37

°C im Heizblock inkubiert. Die Aktivitdt der Alkachen Phosphatase wurde durch
Verschiebung des pH Wertes in den sauren pH Berdidin durch Zugabe von 100 ul 37
% HCI gestoppt. Diese Losung wurde mit 10 pul 5N Na®eutralisiert und fur die

Untersuchungen zur Migration und Proliferation aig eingesetzten FHDL- und S1P-
Konzentrationen mit Zellkulturmedium ohne Zusatzen vanderen Wachstumsfaktoren
verdunnt. Als Negativkontrolle wurden gleich behaltel Ansatze ohne Zugabe des

Enzyms verwendet.

5.2.5.4. Behandlung mit Aktivkohle

Die Behandlung von FHDL und S1P mit Aktivkohle égte durch die Zugabe von 0,5 %
Norit A und 0,05 % Dextran T70 zu FHDL und S1P. Bigsatze wurden tber Nacht bei 4
°C auf einem Uber-Kopf-Schiittler inkubiert, anseBknd filtriert und 20 min bei 2300
U/min, 4 °C zentrifugiert. Die Filtration und Zeifitigation wurden so oft wiederholt, bis
mikroskopisch keine Schwebteile mehr in der LOsumg erkennen waren. Fur die
Proliferations- und Migrationsexperimente wurden Altivkohle-behandeltes FHDL und
S1P in aquimolare Mengen zu den entsprechendenektmationen von unbehandeltem
FHDL und S1P eingesetzt. Die Ansatze wurden unlp#tenach Aufarbeitung ohne

weitere Lagerung in die Experimente eingesetzt.
5.2.6. Molekularbiologische Methoden

5.2.6.1. RNA-Isolierung
2x1¢F primare Granulosalutein-, HGL5- und HUVEC Zellenurden in T75

Zellkulturflaschen ausgesat und unter Standardiagaingungen kultiviert. Nachfolgend
wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen wralzur Subkultivierung geerntet.

Die Zellsuspensionen wurden durch Zentrifugation 1800 U/min fur 5 min bei RT
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pelletiert und die RNA anschlieBend mit dem RNedgyni Kit exakt nach
Herstellerangaben isoliert. Das Prinzip der RNAKsang beruht bei diesem Kit auf
Bindung von RNA nach Lyse der Zellen mit einem hatgmaturierenden Puffer, der
Guanidin-Isothiocynat enthélt, an eine Silica MeambrAufgrund dieser Bindung kdnnen
Kontaminationen, z. B. Zellreste, durch einfacheas@hen mit ethanolischen Puffern
entfernt und die RNA mit Nuklease-freiem Wasserestwerden.

5.2.6.2. Quantifizierung der RNA-Konzentration

Die Quantifizierung der isolierten RNA erfolgte kpephotometrisch. Daflir wurde RNA
1:50 mit TE-Puffer, pH 8 verdinnt und die optisdhiehte bei 260 nm und 280 nm in
einer Messkivette gegen den Leerwert (TE-Puffer, §H gemessen. Die RNA
Konzentration wurde wie folgt berechnet:

OD2go nmX 40 (Faktor fur RNA) x Verduinnungsfaktor= RNA Kaemtration in pg/ml

Die Qualitat der RNA wurde durch die Ratio der O&n\260 nm und 280 nm bestimmt.

Fur die anschlieRenden Experimente wurde nur RNt#emer Ratio von 1,8-2 verwendet.

5.2.6.3. DNAse-Behandlung

Die Kontamination der isolierten RNA mit genomischiZNA kann zu falsch positiven
Ergebnissen in der nachfolgenden Polymerase-Keti&tion (polymerase chain reaction,
PCR) fuhren. Um dies auszuschlieBen, wurden 5 pag RNA mit dem ,RNase-Free
DNase Set" behandelt.
Fur einen 10Qul Ansatz wurden folgende Komponenten auf Eis in Reaktionsgefal
pipettiert:

- 5ug RNA

ad 87,5ul Nuklease-freies Wasser

- 10l 10x RDD Puffer

- 2,5ul (7 U) DNAse

Dieser Ansatz wurde 10 min bei RT inkubiert und diNAse behandelte RNA
abschlieRend nach dem ,PCR-Cleanup” Protokoll desstdllers aufgereinigt, um Puffer
und DNAse zu entfernen. Die gereinigte RNA wurdesth pl Nuklease-freiem Wasser

eluiert.
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5.2.6.4. Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Die cDNA Synthese aus der isolierten RNA wurde mém RT Omniscript Kit
durchgefuhrt. Dafir wurde je Probe folgenden Arsatuf Eis in Reaktionsgefal3e
pipettiert:

- 2 1l 10x Puffer

-2 ul 5 mM dNTP Mix

-2 pl 10 uM Oligo dT Primer

- 10 U RNAse Out

- 4 U Reverse Transkriptase

- 1 pg DNase behandelte RNA

- ad 20 pl Nuklease-freies Wasser

Je Probe wurde zusatzlich ein Ansatz ohne ReversasHriptase (RT- Reaktion)
pipettiert. Dieser dient als Kontrolle fir den Hgf@ler DNAse-Behandlung. Alle Ansatze
wurden fur 1 h bei 37 °C im Thermocycler inkubiend bis zur Verwendung bei -20 °C

gelagert.

5.2.6.5. PCR zum Nachweis der Genexpression von SRBzeptoren

Fur den spezifischen Expressionsnachweis der mRN& &1P-Rezeptoren in
Granulosaluteinzellen wurde die PCR Methode veregnbei derin vitro Abschnitte

eines Gens amplifiziert werden. Bei diesem Verfahverlangern DNA-Polymerasen in
Anwesenheit von dNTPs an einzelstrdngige DNA, aggte Oligonukelotide (Primer)

und vervielfaltigen so den Abschnitt des nachzuereden Gens.

5.2.6.5.1 Primersynthese

Die Primer fur den humanen S1P-Rezeptor 1 wurdesietsnd auf der kodierenden
Gensequenz (Gene 1D:1901) mit der Primer3 Softweastellt. Dabei war darauf zu
achten, dal3 der GC Gehalt 40-70 % betragt, diedPreme Lange von 18-22 bp haben
und eine Schmelztemperatur zwischen 58 °C und 62aufiveisen. Die entworfenen
Primer wurden bei der Firma Metabion, Martinsriedduftrag gegeben.

5.2.6.5.2. PCR

Eine PCR besteht aus 3 unterschiedlichen Schriteppelstrangige DNA wird bei 95 °C
in Einzelstrange aufgeschmolzen (Denaturierung), ds sich nachfolgend Primer
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komplementér zu ihrer Zielsequenz bei einer Teniperson ca. 60 °C, abhangig von der
Schmelztemperatur, anlagern (Annealing). Abschhel3eerlangert die DNA-Polymerase
bei 72 °C das freie 3'OH Ende mit dNTPs (Elongatidburch mehrfache Wiederholung
dieser Abfolge wird das entstandene PCR Produkt zuitehmender Zyklenanzahl

exponentiell amplifiziert.

Ldsen der QuantiTect Primer

Der QuantiTect Primer Assay besteht aus einem llisjgmten Gemisch aus Forward und
Reverse Primern fur ein spezifisches Gen. Die Rrifiie den Nachweis der S1P-
Rezeptoren 2-5 wurden in 1,1 ml TE-Puffer, pH &8¢ch Angaben des Herstellers so

geldst, dall man eine 10x Primer-Losung erhdlt,adigchlieend in der PCR Reaktion
eingesetzt wird.

5.2.6.5.3. Herstellen der PCR-Ansatze und PCR-Bedjangen

Fur den Nachweis der S1P-Rezeptorexpression widodigende Ansatze pipettiert:

- 2,5ul 10x PCR Puffer

- 0,5ul 20 mM dNTP Gemisch

- 2,5ul 10x QuantiTect Primer Assay

- 2ul cDNA (1:5 verdunnt mit Nuklease-freiem Wasser)
- 1 U HotStar TaqPlus DNA-Polymerase

ad 25 Gesamtvolumen mit Nuklease-freiem Wasser

Bei Verwendung der selbst entworfenen Primer fun d&lP-Rezeptor 1 wurden
abweichend zu den QuantiTect Primer Assaysye10 uM Forward und Reverse Primer
eingesetzt und die Anséatze entsprechend auyfl Zsesamtvolumen mit Nuklease-freiem
Wasser aufgefillt. Um mogliche Kontaminationen gahomischer DNA ausschlie3en zu
kénnen, wurden zuvor die RT- Reaktionen aus der &A@ynthese und sog. no template
controls in die PCR eingesetzt. In Tabelle 7 simgel ICR Bedingungen fur den S1P-
Rezeptornachweis dargestellt.
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Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1. Aktivierung der Tag- 95 °C 5 min
Polymerase
2. Denaturierung 94 °C 30s
3. Annealing 58 °C 20s
4. Extension 72 °C 20s 35x (Schritt 2-4)
5. abschliel3ende Extension 72 °C 10 nl]in

Tabelle 7: Ubersicht der PCR Bedingungen fiir den NachweisSd&-Rezeptoren.

5.2.6.6. Agarosegelelektrophorese

Die Uberprifung der PCR erfolgte durch elektroptische Auftrennung der PCR-
Produkte gegen einen Grol3enstandard im 1,5 %iganc&ggel mit 1x TBE Puffer. Durch
Anfarben des Agarosegels mit Ethidiumbromid, dag Mukleinsauren interkaliert,
wurden die entstandenen PCR-Fragmente sichtbar agnuad die Gele abschliel3end

fotografiert.

5.2.7. Statstik

Alle Experimente wurden, soweit nicht anders anfjegein Triplikaten durchgefihrt und
dreimal wiederholt. Die statistische Auswertungolgte mit Hilfe der Graph Pad Prism
Software, Version 4 mit dem Student’'s t-test bzwNGVA. Die statistischen
Signifikanzen sind mit *p<0,05, **p<0,01 und **p<0001 angegeben.
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7. Anhang

7.1. Abklrzungsvereichnis

Abb. Abbildung
abs. absolut
bp Basenpaare

DEAE-Sepharose Diethylaminoethyl-Sepharose

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ELISA Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FITC Fluorescin-Isothiocyanat

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-tharfsusaure
HPLC Hochdruck-Flussigkeits-Chromatografie

HRP Horse Raddish Peroxidase

lg Immunglobulin

kDa Kilodalton

MALDI TOF Matrix-Assisted Laser Desorption lonizat Time of Flight
pH pondus Hydrogenii, Starke des Wasserstoffs
RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

Tab. Tabelle

U Units

0. N. Uber Nacht

7.2. Quellenverzeichnis

Abb. 1: Kinderwunsch-Info Ferring Prasentation Patienteninformationsveranstaltung

Abb. 2: Aus: Breckwoldt, M./Neumann, F./Brauer Hir¢g): Exempla Endokrinologica.
Band 2. Berlin: Schering AG, 1991.

Abb. 3: Aus: Siegenthaler,W./Blum, H.E.: KliniscRathophysiologie 9. Aufl. Stuttgart:
Georg Thieme Verlag, 2006.
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Abb. 4: http://www.solunetti.fi/fi/histologia/graaf_follikkeli/1/Hamatoxilin-Eosin
Farbung.

Abb. 5: www.unifr.ch/anatomy/elearningfree/allemémndchemie/endokrin/

popup_endokrin/ovarzyklus.php

Primer 3 Software: (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 -

SWISS Prot http://www.expasy.ch/sprot/

S1P-Rezeptor Genvarianten
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/eyi?db=human&c=Geneé&l
=EDG1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/eyi?db=human&c=geneé&a=fiche
&I=EDG5andDNMT1
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/egi?db=human&c=gene&q=EDG
3andDNMT1&a=fgene&h=1&vr=v67a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/egi?db=human&term=EDG8
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