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1. Einleitung

Im Alter zwischen 20 und 50 Jahren ist jede beziehungsweise jeder Zehnte Deutsche
ungewollt kinderlos [1]. Sind einige alleinstehend oder noch auf der Suche nach dem
richtigen Partner, so befindet sich doch der Grofteil (58%) der Deutschen mit aktuellem
Kinderwunsch in einer festen Partnerschaft [2]. Bei etwa 20% der Paare kann trotz
regelmaldigem ungeschutzten  Geschlechtsverkehrs Gber ein  Jahr  keine
Schwangerschaft erreicht werden [3], was als Sterilitat bezeichnet wird. Die ungewollte
Kinderlosigkeit stellt ein wachsendes gesellschaftliches Problem dar, welches neben
volkswirtschaftlichen Implikationen vor allem die Alltagswirklichkeit und existenziellen
Lebensentwurfe von immer mehr Frauen und Mannern betrifft [1].

Immer mehr Paare mit Kinderwunsch suchen daher medizinische Unterstitzung. Die
Reproduktionsmedizin kann dabei durch Diagnostik und Therapie bei ungewollter
Kinderlosigkeit die nattrliche Zeugung unterstlitzen. Alternativ kann die Befruchtung der
Eizelle auch in vitro stattfinden. Wurden 2011 in Deutschland bereits etwa 15 000
Kinder, die durch kunstliche Befruchtung entstanden sind, geboren, waren es 2015
schon uber 20 000 [4]. Mittlerweile werden in Deutschland 3% aller Kinder mit in vitro-
Fertilisation gezeugt [5]. Die Reproduktionsmedizin leistet somit einen wichtigen Beitrag
den Wunsch nach einem eigenen Kind zu verwirklichen. Wichtig fur den Erfolg der
Reproduktionsmedizin sind dabei genaue Kenntnisse Uber die Vorgange wahrend der

Schwangerschaftsentstehung und Erhaltung.

1.1. Entstehung der Schwangerschaft

Die Entstehung einer Schwangerschaft ist komplex und beginnt mit einer Eizelle und
einem Spermium, welche zu einer befruchteten Eizelle fusionieren. Diese durchlauft
mehrere Furchungsteilungen, bis sich am 4. Tag nach der Befruchtung eine
Gruppierung der Zellen zeigt. Von der aulleren Zellmasse umgeben entsteht ein
Hohlraum, in dem sich Flussigkeit einlagert. Am Rande dieses Hohlraums befindet sich
die Zellmasse, aus welcher sich der Embryo bildet. Die aufllere Zellmasse dagegen
bildet spater den kindlichen Teil der Plazenta sowie Amnion und Chorion. Sie wird als
Trophoblast bezeichnet.

Fur eine erfolgreiche Implantation spielt das Endometrium eine entscheidende und

aktive Rolle. Der Zeitraum der maximalen Aufnahmefahigkeit dauert ca. 4 Tage und



wird als Implantationsfenster bezeichnet [6]. Das Endometrium zeichnet sich
wahrenddessen durch die Differenzierung der endometrialen Drisen in einen Zustand
starker Sekretion und die veranderte Produktion von Adhasionsmolekilen der
Zelloberflachen der luminalen Epithelien aus [7].

Die auReren Trophoblastzellen treten in Kontakt mit diesen Epithelzellen des
Endometriums. Es vollzieht sich dabei eine Differenzierung der Trophoblastzellen. Zum
einen verschmelzen die Zellen auf der der Schleimhaut zugewandten Seite zu einem
Synzytium, dem Synzytiotrophoblasten, wohingegen die zentraler gelegenen Zellen als
Zytotrophoblast bezeichnet werden und stark proliferieren um neue Zellen fur den nicht-
proliferierenden  Synzytiotrophoblasten  bereitzustellen. Ist die Implantation
abgeschlossen, wird der Embryo zunachst komplett vom Synzytiotrophoblasten
umgeben [6].

Im Synzytiotrophoblasten befinden sich flissigkeitsgeflllte Taschen, in die am 12. Tag
nach der Befruchtung Zytotrophoblastzellen einwachsen [8]. Die Zytotrophoblastzellen
wachsen in Form von Zellsdulen auch bis an die Dezidua, wo sie als Haftzotten die
aullere Synzytiotrophoblastenschicht durchdringen [9]. Am 14. Tag nach der
Befruchtung bildet sich aus konfluierenden Zytotrophoblastzellen der Haftzotten eine
Hulle aus, die den Embryo samt kindlichem Teil der Plazenta umgibt [8].
Zytotrophoblastzellen, die diese Hulle verlassen und in die Dezidua einwachsen,
werden als extravilldse Trophoblasten bezeichnet. Sie invadieren auch in die
Endabschnitte der Spiralarterien [9]. Dort formen sie als endovaskulare extravillose
Trophoblastzellen Pfropfen in den mutterlichen Spiralarterien um eine sauerstoffarme
Umgebung zu erhalten [8].

Erst zwischen der 10. Und 12. Schwangerschaftswoche kommt es zur Auflosung der
Pfropfen in den GefalBlumen und mit der Blutzirkulation erhdoht sich auch die
Sauerstoffzufuhr [8]. Die extravilldsen Trophoblastzellen bewirken zudem eine
Umformung der uterinen Gefalle, sodass nach der Auflésung die GefalRe erweitert und
weniger elastisch sind [10]. Durch den geringen Widerstand wird ein hoher Zufluss an
mutterlichem Blut ermoglicht [8], welcher fur die Versorgung des Kindes notwendig ist.
Um den Nahrstoffbedarf des Fetus zu decken, der flr die Entwicklung essentiell ist,

kommt es neben der Vasodilatation ebenfalls zur Neubildung von Gefalken [11].



1.2. Pathologien der Frithschwangerschaft

Diese Prozesse werden von diversen Faktoren reguliert und sind wissenschaftlich noch
nicht komplett verstanden [12]. Erfolgen die Invasion und die Gefalmodulierung nicht
adaquat, kann es zu Stoérungen der uterinen Blutversorgung kommen, welche mit
verschiedenen Krankheiten wie Praeklampsie, Fruhgeburtlichkeit und intrauteriner
Wachstumsrestriktion assoziiert sind [9].

Die Praeklampsie ist beispielsweise eine Multisystemerkrankung, die durch
schwangerschaftsinduzierte Hypertonie und Proteinurie definiert wird. lhre Ursache liegt
in der Plazenta, denn erst mit der Geburt dieser gehen die Symptome zurlck [13]. Als
Problem in der Plazenta wird eine immunologische Veranderung der Funktion des
Trophoblasten vermutet [14]. Die Reduktion der Invasivitat fuhrt zu einem
unzureichenden GefalBumbau der Spiralarterien [9]. Die dadurch entstehende
verminderte Perfusion und die erhdhte Flussgeschwindigkeit verandern die Funktion der
Plazenta. Es kommt zu Stress- und Entzundungsreaktionen, welche die Erkrankung
auslosen [14].

Als eine gefahrliche Komplikation der Praeklampsie kann ein HELLP Syndrom auftreten
[15]. Dabei kommt es zur hamolytischen Anamie, Erhohung der Leberenzyme und
Thrombozytopenie [13]. Die einzige kausale Therapie der Praeklampsie ist die
Beendigung der Schwangerschaft durch fruhzeitige Entbindung des Kindes [13].
Frihgeburtlichkeit ist jedoch mit einer Vielzahl an Komplikationen nach der Geburt
verbunden. So treten haufiger Entwicklungsverzogerungen, chronische
Lungenerkrankungen, Horstorungen, Ventrikelblutungen, nekrotisierende
Enterokolitiden, Rethinopathien und nosokomiale Infektionen auf [16].

Praeklampsie tritt weltweit bei 2,3 % der Geburten auf [17]. Die Verteilung ist allerdings
nicht gleichmaflig, denn wahrend sie in Europa selten vorkommt, tritt sie in
Entwicklungslandern haufiger auf [18]. Praeklampsie ist zudem die Ursache fur 10 %
aller Fruhgeburten unter der 35. Schwangerschaftswoche [19]. Bei einer
Fehlentwicklung des Trophoblasten kann es, je nach Ausmal® der Stérung, auch zu
intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR) oder zum Verlust der Schwangerschaft
kommen [20].

Es besteht ein Zusammenhang zwischen intrauterinen Einflissen auf das Kind und

Erkrankungen, welche Uber das gesamte Lebensalter auftreten. Der gesundheitliche



Zustand des Kindes bei der Geburt beeinflusst auch dessen Anfalligkeit fur
Erkrankungen als Erwachsener. So ist ein geringes Geburtsgewicht mit erhéhtem Risiko
fur kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, Adipositas und Depression
verbunden [22]. Somit stellt eine gesunde Schwangerschaft mit bestmdoglicher
Entwicklung des Kindes einen wichtigen Grundbaustein fur die Gesundheit im gesamten

Leben dar.

1.3. Trophoblast und maternales Inmunsystem

Eine wichtige Rolle bei der Schwangerschaftsentstehung und Erhaltung hat das
mutterliche Immunsystem. Es tritt in Kontakt mit kérperfremden Zellen und wird dabei in
seiner Funktion moduliert. Der Synzytiotrophoblast, welcher die Plazentazotten umgibt,
steht in direktem Kontakt zu maternalem Blut. Die extravillosen Trophoblastzellen
wandern in den Uterus ein, wodurch auch sie in engem Kontakt zu maternalen
Immunzellen stehen.

Insgesamt gibt es viele verschiedene Mechanismen, mit denen eine Immuntoleranz an
der Grenze zwischen Mutter und Kind etabliert wird [22]. Lange Zeit ging man davon
aus, dass bei der Schwangerschaft ahnlich einer Organtransplantation das
Immunsystem unterdriickt werden misse um die Schwangerschaft zu erhalten [23]. Es
sind jedoch viele Immunzellen an der feto-maternalen Schnittstelle prasent. Am
haufigsten nachweislich sind innate lymphoid cells mit verschiedenen Subgruppen wie
naturlichen Killerzellen [24]. Auch Makrophagen, dendritische Zellen und T-
Lymphozyten kommen vor [25]. Es wurde angenommen, dass mutterliche Immunzellen
die Trophoblastzellen als korperfremde Zellen bekampfen und somit eine
AbstoRungsreaktion auslosen wurden. Die Trophoblastzellen interagieren jedoch gezielt
mit matterlichen Immunzellen [26].

So weisen neue Daten darauf hin, dass Uber die Interaktion von bestimmten innate
lymphoid cells mit Trophoblasten die Invasionstiefe reguliert wird [24]. Zudem
sekretieren Trophoblasten Zytokine, welche Monozyten, die Vorstufe von Makrophagen,
rekrutieren kénnen, die Uber die Modulation der Umgebung wiederum die Invasion des
Trophoblasten fordern [26]. Trophoblasten kénnen folglich durch bakterielle Bestandteile
indirekt Uber Immunzellen beeinflusst werden. Auch eine direkte Interaktion der

Trophoblasten mit Bakterien ist dabei moglich. Sie sind namlich selbst dazu fahig



Bakterienbestandteile zu erkennen und eine Immunantwort zu generieren. Dies gelingt

ihnen unter anderem durch die Expression von Toll-like Rezeptoren [23].

1.4. Parallelen zwischen Trophoblasten und Karzinomzellen

Die Funktionen, die Trophoblastzellen erflllen mussen, um eine physiologische
Implantation zu ermdglichen, ahneln den Funktionen, die Karzinomzellen wahrend ihrer
Entartung austben [27]. So gibt es Gemeinsamkeiten zwischen malignen
Karzinomzellen und dem Trophoblast: eine hohe Proliferationsrate, fehlende
Zellkontakthemmung, die Schaffung einer Blutversorgung, Migrations- und
Invasionspotential und die Modulation des Wirtsimmunsystems [27], [28]. Auch deshalb

wird der Trophoblast als pseudo-maligne beschrieben.
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Durch die Ahnlichkeit der Funktionen wird angenommen, dass Trophoblast- und
Karzinomzellen gleiche molekulare Mechanismen nutzen [28]. Das
Wachstumsverhalten von villdsen oder extravillosen Zytotrophoblasten ist vergleichbar
mit dem von Tumorzellen nach der neoplastischen Transformation, wobei es bei den
erstgenannten streng reguliert und zeitlich begrenzt ist. So stoppt der Teilungsprozess
bei extravilldsen Zytotrophoblasten im Laufe der Differenzierung [27]. In migrierenden
und invadierenden extravilldsen Zytotrophoblasten sowie in Tumorzellen ist der Vorgang

der Invasion kein blofRer passiver Druck aufgrund von Vermehrung der Zellmasse,



sondern ein aktiver Prozess [27]. Die Integrin-Expression verandert sich und der Verlust
von E-Cadherin bewirkt eine verbesserte Motilitat [28].

Beide sekretieren zudem Proteasen um sich in Geweben auszubreiten und kénnen bei
der Invasion in Gefalle einen vaskularen Phanotyp ausbilden [27], [28]. Auch in der
Zytokinsekretion gibt es Gemeinsamkeiten zwischen Trophoblasten und Krebszellen
[28]. Das Potential des starken Wachstums und der Invasion ermoglicht im Falle einer
malignen Transformation eine Krebserkrankung, kann aber auch die erfolgreiche
Einnistung eines Embryos und das Fortbestehen der Schwangerschaft bewirken [27].
Die Modulation der Immunantwort ist dabei sowohl flr Krebszellen als auch

Trophoblasten relevant [28].

1.5. Intrauterine Infektionen

Die Relevanz einer funktionierenden Immunregulation an der feto-maternalen
Schnittstelle zeigt sich auch darin, dass die Schwangerschaft durch Infektionen
gefahrdet werden kann. So sind beispielsweise Friihgeburten haufig von intrauterinen
Infektionen begleitet. Die Rate liegt dabei zwischen 22 und 38 % [29]. Es gilt folglich
intrauterine Infektionen zu verhindern. Die Behandlung einer asymptomatischen
Bakteriurie bei Schwangeren beispielsweise ist in Deutschland leitliniengerecht und
reduziert Frihgeburten [30]. Im Kontrast dazu konnte fir die Behandlung der
bakteriellen Vaginosen bei Schwangeren kein Nutzen gezeigt werden [30]. Dies deutet
darauf hin, dass Bakterienspezies und Menge fur die Entstehung einer Pathologie
relevant sind.

Der Mechanismus der Entstehung von intrauterinen Infektionen ist noch nicht
abschlielend geklart. Es gibt verschiedene Theorien, wie die Bakterien die
Amnionhohle und den Fetus erreichen kénnen [31]. Zum einen ware eine aufsteigende
Infektion aus Vagina oder Zervix mdglich. Andererseits ist auch die Ubertragung (iber
das Blut durch die Plazenta denkbar. Die retrograde Infektion aus der Peritonealhdhle
uber die Eileiter wird ebenfalls diskutiert. Durch invasive Verfahren wie beispielsweise
Fruchtwasseruntersuchung oder perkutane fetale Blutentnahme ist ebenfalls die

Entstehung einer Infektion moglich [31].
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1.6. Mikrobiom der fetomaternalen Einheit

Bei den vielfaltigen immunmodulatorischen Vorgangen an der feto-maternalen
Schnittstelle ist schwer vorstellbar, dass dieses Gleichgewicht auch bei einer
bakteriellen Besiedlung aufrechterhalten werden kann. Da Bakterien in der Plazenta
durch Infektionen die Schwangerschaft gefahrden kénnen, ging man lange davon aus,
dass die Plazenta von gesunden Schwangerschaften steril sein musse und das
Vorhandensein von Bakterien negative Folgen habe [32]. Im Rahmen der
Mikrobiomforschung ist diese Ansicht aber nun kritisch zu betrachten.

Der menschliche Korper wird von unzahligen Bakterien bevolkert. Als Beispiel seien hier
die Darmbakterien genannt, die dem Menschen dabei helfen Nahrung zu verwerten,
indem sie Ballaststoffe aufspalten [33]. Das wissenschaftliche Interesse an der
Interaktion von Mensch und Mikroorganismus ist gro3. Nach der Sequenzierung des
kompletten menschlichen Genoms wuchs das Bestreben ebenfalls die Gesamtheit der
Mikroorganismen, die den Menschen besiedeln, zu identifizieren und mehr Wissen uber
sie zu erlangen. Dazu wurde das “Human Microbiome Project” ins Leben gerufen,
dessen Ziel es ist, die Mikroben Uber Sequenzierung zu Identifizieren und ihren Einfluss
auf Gesundheit und Krankheit des Menschen zu untersuchen [34].

Die Kultivierung aus Proben ist nicht fur alle Mikroben mdglich [34]. Mit Hilfe der
genetischen Sequenzen lassen sich aber auch nicht kultivierbare Mikroben nachweisen.
Durch Analyse der Gene der 16S-ribosomalen Ribonukleinsaure (RNA) werden
taxonomische Ruckschlisse gezogen, was auch im “Human Microbiome Project”
genutzt wurde [34]. Die Gesamtheit aus den durch Sequenzierung nachgewiesenen
Mikroben wird als menschliches Mikrobiom bezeichnet.

Auch das plazentare Mikrobiom wurde mit dieser Sequenzierungsmethode untersucht
[35]. Ob es sich bei den so nachgewiesenen Bakterien um lebende, stoffwechselaktive
Organismen handelt, ist durch diese Methode leider nicht nachzuweisen. Es konnten
auBer lebenden Bakterien auch nur Uberreste von Bakterien oder Abschnirungen der
aulleren Bakterienmembran (outer-membrane vesicles (OMVs)) sein [36].

Das plazentare Mikrobiom wird als Mikrobiom von geringer Menge beschreiben [35],
[37]. Verglichen mit dem mudatterlichen Mikrobiom der Mundhdhle und des Darmes
betragt die RNA-Menge weniger als ein Drittel [37]. Da fur die Analyse eine bestimmte

Menge Desoxyribonukleinsaure (DNA) bendtigt wird, welche bei zu geringer Menge der
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Bakterien nicht erreicht wird, kdnnten einige Bakterien trotzdem nicht nachweisbar sein
[38]. Eine mogliche Verunreinigung der Proben wird als Argument gegen die Existenz
des plazentaren Mikrobioms aufgefuhrt [36], [39]. Ausflhrlich wird diese Thematik in
einem Review von Briana et al. diskutiert [39].

Nach Bakterienstammen gegliedert, fallen Ahnlichkeiten des plazentaren Mikrobioms
mit dem mutterlichen oralen und dem mutterlichen Darmmikrobiom auf [37]. Dabei zeigt
sich eine starkere Ubereinstimmung mit dem oralen Bakterienprofil [37]. Eine groRe
Ahnlichkeit besteht auch mit dem oralen Mikrobiom nicht schwangerer Frauen [35].

In einem Mausmodell konnte in der Vergangenheit die gezielte Translokation von
Bakterien, die urspringlich aus der menschlichen Mundhohle stammen und in die
murine Blutbahn eingebracht wurden, in die Plazenta gezeigt werden [40], [41]. Im Falle
einer Bakteriamie ware eine gezielte Verlagerung der Bakterien in die Plazenta somit
auch beim Menschen denkbar.

Aagaard et al. kamen zu dem Schluss, dass das plazentare Mikrobiom Uber
hamatogene Verbreitung von oralen Mikrobiota wahrend der Plazentation entstehen
kann [35]. Die These, dass das plazentare Mikrobiom nicht von nur von einer Quelle
stammt, wurde von Gomez-Arango et al. aufgestellt. In einer Studie mit 37
Teilnehmerinnen konnte in allen Plazenten ein geringes Vorkommen von nicht-
pathogenen Bakterien festgestellt werden [37]. Trotz der vielen Gemeinsamkeiten war
die Zusammensetzung des plazentaren Mikrobioms bei einer taxonomischen
Betrachtung einzigartig und ermdglichte die Abgrenzung der Proben [37]. Die
Madglichkeit, dass Neugeborene schon vor der Geburt im Mutterleib von einer Quelle mit
geringem Bakterienvorkommen - wie z. B. der Plazenta - besiedelt werden und sich die
Zusammensetzung Uber die Dauer der Schwangerschaft andert, wird diskutiert [42]-
[44].

1.7. Fusobacterium nucleatum

Neben anderen Bakterien wird in gesunden Plazenten auch Fusobacterium nucleatum
(F. nucleatum) nachgewiesen [35], [45]-[49]. Es handelt sich dabei um ein
gramnegatives, anaerobes Bakterium, welches am haufigsten in der Mundhdhle
vorkommt [50]. Es kann die Permeabilitat von Endothel erhohen und sich so vermutlich

hamatogen verbreiten [40]. Zusatzlich konnte es dabei auch anderen Bakterien eine
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Passage des Endothels ermodglichen und so zu deren Verbreitung beitragen [51]. Im
Mausmodell zeigt sich nach Injektion von F. nucleatum in den Blutkreislauf zudem eine
Praferenz fir die Plazenta als Besiedlungsort [52]. Eine gezielte hamatogene
Verbreitung in die Plazenta ausgehend von der Mundhohle ware somit auch fur den
Menschen denkbar.

Auch bei unerwunschten Schwangerschaftsverlaufen kann F. nucleatum nachgewiesen
werden und wird daher mit Chorioamnionitis (Infektion von Eihduten und
Amnionflussigkeit), Fruh- und Fehlgeburt, neonataler Sepsis und Praeklampsie in
Verbindung gebracht [53]. Es kommt auch im menschlichen Darm vor und wird dort mit
der Entstehung von kolorektalen Karzinomen assoziiert [54]-[56]. Mehrere Studien
zeigen, dass in kolorektalen Adenomen und Karzinomen F. nucleatum Konzentrationen
hoher sind als im gesunden Gewebe [57], [58]. Zudem ist eine groRere Menge an F.
nucleatum-DNA im Gewebe mit einem fortgeschrittenen Tumorgeschehen und einer
schlechten Prognose assoziiert [54], [59]. Auch in Gewebe aus Mamma-, Pankreas- und
Plattenepithelkarzinomen wurde F. nucleatum nachgewiesen [60]-[62].

F. nucleatum fordert in vitro Zellwachstum und Invasion von Kolonkarzinomzelllinien
[59]. Im Mausmodell beschleunigt F. nucleatum das Fortschreiten von Brustkrebs und
induziert in Kolonkarzinomzelllinien ein beschleunigtes Tumorwachstum und ein
erhohtes Tumorgewicht [59], [63]. Auch das Immunsystem wird durch F. nucleatum
moduliert. Sie erhohen in Tumoren die Anzahl von CD4T-Zell-hemmenden myeloid-
derived suppressor cells, Granulozyten und tumor-assoziierten Neutrophilen [56].
Letztere sind wiederum an der Angiogenese und der Modulation der Immunumgebung
von Tumoren beteiligt [64]. Zudem inhibieren F. nucleatum NK-Zellen, T-Helferzellen
und zytotoxische T-Zellen [65]. In Endothelzellen wird durch F. nucleatum ebenfalls die
Angiogenese gefordert indem vermehrt VEGF (vascular endothelial growth factor)
freigesetzt wird und auch die Expression eines Rezeptors dafir erhoht wird [66]. F.
nucleatum begunstigt somit die Entstehung und das Fortschreiten von Karzinomen
indem Proliferation, Invasion und Angiogenese gefordert werden, wahrend das

Immunsystem herunterreguliert wird.
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1.8. Ziele der Arbeit

Proliferation, Invasion, Angiogenese und Immunmodulation sind sowohl fur das
Fortschreiten von Karzinomen als auch die Entwicklung der Plazenta relevant [28]. Der
forderliche Effekt von F. nucleatum auf diese Prozesse koénnte ebenfalls die
Plazentation unterstiitzen. Uber gemeinsame molekulare Mechanismen von
Trophoblasten und Karzinomzellen kdnnte durch F. nucleatum somit auch die Invasivitat
und das Wachstumsverhalten des Trophoblasten verbessert werden.

Wie geringe Bakterienmengen die Funktion des Trophoblasten beeinflussen wurde noch
nicht untersucht. Auch die Rolle von F. nucleatum in gesunden Schwangerschaften
sowie die Grenzpunkte, ab wann eine nicht-pathogene Bakterienbesiedlung zu einem
Gesundheitsrisiko wird, sind bis jetzt noch nicht bekannt. In der Diskussion um die
Existenz des plazentaren Mikrobioms stellt sich auch die Frage, ob eine physiologische
Plazentation grundsatzlich mit dem Vorhandensein bakterieller Bestandteile vereinbar
ist [67].

Wie geringe Bakterienmengen die Plazentation beeinflussen und unter welchen
Umstanden negative oder positive Auswirkungen auf die Funktion des Trophoblasten
auftreten, sollte deshalb untersucht werden. Diese Arbeit wurde durchgefihrt, um
herauszufinden ob eine geringe Menge von F. nucleatum die Invasions- und
Migrationskapazitat des Trophoblasten steigern kann. Ebenfalls von Interesse waren
der Einfluss von F. nucleatum auf Trophoblastwachstum und Proliferation. Auch die

Immunreaktion des Trophoblasten sollte dabei Untersucht werden.

2. Material und Methoden

2.1. Zelllinien und Bakterien

Fur die Experimente wurden die Zelllinien HTR8/SVneo, JEG-3 und BeWo mit
inaktivierten Bakterien (F. nucleatum bzw. E. coli) stimuliert.

HTR8/SVneo sind menschliche Trophoblastzellen des ersten Trimesters, die mit Hilfe
des SV 40 large T antigen [68] immortalisiert wurden. JEG-3 und BeWo sind Zelllinien
aus menschlichen Chorionkarzinomen [69], [70]. Die Zelllinien wurden wie beschrieben
kultiviert [71].
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F. nucleatum-Kulturen wurden uns freundlicherweise von Elsa Baufeld (Friedrich-
Loeffler-Institut, Universitatsmedizin Greifswald) zur Verfligung gestellt. Als obligate
Anaerobier wurden F. nucleatum durch Sauerstoffexposition fir mindestens 72 h
abgetotet [72]. Die E. coli wurden zur Abtotung in Ethanol inkubiert. F. nucleatum- und

E. coli-Suspensionen wurden hergestellt [71].

2.2. Untersuchung von Invasion und Migration

Zur Analyse des Invasionsverhaltens wurden HTR8/SVneo fur 6 h mit F. nucleatum
(Verhaltnis Bakterium zu Trophoblastzelle 0,01; 0,1; 1; 10) oder Lipopolysaccharid
(LPS) (10 ng/mL) stimuliert. Anschlielend wurden aus den Zellen Spharoide gebildet
und diese in Matrigel (10 mg/mL) eingebettet. Unter dem Mikroskop wurden nach 0, 24
und 48 h Fotos aufgenommen und das Einwachsen von Zellauslaufern in den Matrigel
darauf mit Imaged Software analysiert [71]. Die Aussaat der Zellen und die F.
nucleatum-Stimulation wurde freundlicherweise von Jens Ehrhardt (Universitatsmedizin
Greifswald) Ubernommen. Die weiteren Schritte des Experimentes inklusive der
Auswertung wurden dankenswerterweise von Rebekka Einenkel (Universitatsmedizin
Greifswald) durchgefuhrt.

Der Einfluss von F. nucleatum bzw. E. coli (Verhaltnis Bakterium zu Trophoblastzelle
0,01; 0,1; 1; 10) auf die Migration von HTR8/SVneo und BeWo wurde mit scratch
assays untersucht. Zum Zeitpunkt O h und 12 h (HTR8/SVneo) bzw. 30 h (BeWo)
wurden Bilder mit einem live cell imaging Mikroskop gemacht. Die von Zellen befreite
Flache wurde mit ImageJ software und dem MRI Wound Healing Tool macro gemessen.
Die Differenz der freien Flache zwischen dem Startpunkt und den Endpunkten wurde
berechnet [71]. Die scratch assays mit BeWo wurden freundlicherweise von Jens
Ehrhardt durchgeflhrt.

2.3. Viabilitat, Apoptoserate und Zellzyklusanalyse
Fur die Analyse von Viabilitat, Apoptoserate und Zellzyklus wurden HTR8/SVneo, JEG-

3 und BeWo fur 2, 24 oder 48 h mit F. nucleatum (Verhaltnis Bakterium zu
Trophoblastzelle 0,1; 1; 10) inkubiert. Die Datenerhebung erfolgte mit CellTiter-Blue®
Cell Viability Assay, FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit 1l und

Propidiumiodidfarbung mit anschliel3ender Durchflusszytometrie [71], [73].
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2.4. Zytokin- und Matrixmetalloproteinasensekretion

Die Sekretion der Zytokine CXCL1, Interleukin-6, -8, -1B und Matrixmetalloproteinasen 2
und 9 durch HTR8/SVneo, JEG-3 und BeWo wurde mit enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) untersucht. Die Zellen wurden mit F. nucleatum (Verhaltnis Bakterium zu
Trophoblastzelle 0,01; 0,1; 1) oder E. coli (Verhaltnis Bakterium zu Trophoblastzelle 1)
stimuliert. Die Uberstande wurden nach 2 h; 4 h; 8 h; 24 h oder 48 h gesammelt. Die
ELISA wurden wie beschrieben durchgefuhrt [71].

2.5. E-Cadherinexpression und Blockierung des Toll-like Rezeptor 4

Die E-Cadherin-Expression der Zelllinien HTR8/SVneo, JEG-3 und BeWo wurde mit
einem In-Cell Western Assay bestimmt. Dieser auch als In-Cell ELISA bezeichnete
assay dient dem Nachweis von Proteinen in fixierten und permeabilisierten Zellkulturen.
Diese werden mit Primar-Antikorpern inkubiert, die spezifisch an das entsprechende
Protein binden. Daran binden anschlielend die Sekundar-Antikdrper, welche Farbstoff
gekoppelt sind. Durch verschiedene infrarote Farbstoff-Konjugate kdénnen so durch
Messung bei 700 nm und 800 nm zwei unterschiedliche Zielproteine quantifiziert
werden.

Die Zellen wurden nach der Aussaat fur 3 h bei 37 °C inkubiert, um ausreichendes
Anwachsen zu gewahrleisten. Anschlieend erfolgte die Fixierung mit Formaldehyd und
die Permeabilisierung mit kaltem Methanol. Nach der Blockierung mit Odyssey Blocking
Buffer wurde der E-Cadherin Primar-Antikorper hinzugegeben und Uber Nacht bei 5 °C
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe des Sekundar-Antikorpers mit DRAQS. Die Platte
wurde flr 60 min bei Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert. Die Messung erfolgte mit
dem Li-Cor Odyssey Infrared Imager bei 700 nm und 800 nm. Die Aufnahmen wurden
mit Image Studio ausgewertet. Fur eine detaillierte Beschreibung siehe [71].

Um den Einfluss von Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) auf die Induktion der Sekretion von
Interleukin-6 (IL-6) zu untersuchen wurde ein Experiment mit TLR4-blockierendem
Antikérper und anschlieRender Messung der IL-6-Sekretion mittels ELISA durchgefihrt.
Die Zellen wurden nach der Aussaat fur 30 min bei 37 °C inkubiert. PAb-hTLR4 wurde
in zwei verschiedenen Konzentrationen dazu gegeben. Nach einstundiger Inkubation
wurden F. nucleatum (Verhaltnis Bakterium zu Trophoblastzelle 1) dazu gegeben. Die

Uberstande wurden nach 48 h gesammelt und die ELISA wie beschrieben durchgefiihrt
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[71]. Die Experimente mit TLR4-blockierendem Antikorper wurden dankenswerterweise

von Jens Ehrhardt durchgeflhrt.

2.6. Untersuchung der Toll-like Rezeptor 4 und E-Cadherin Signalwege

Mittels multiplex assay und Immunfluoreszenz wurden die nachfolgenden Signalwege
von TLR4 bzw. TLR4 und E-Cadherin untersucht. Fur ersteres wurden HTR8/SVneo
und BeWo fir 48 h mit F. nucleatum inkubiert und anschlieRend der multiplex assay wie
beschrieben durchgefuhrt [71]. Zur Immunfluoreszenz Messung wurden die Zellen in
kollagen G beschichtete u-Slides inkubiert und verschiedene Inhibitoren der Signalwege
gefolgt von F. nucleatum zugegeben. Nach 1 h wurden NF-kB und B-Catenin angefarbt
und die Immunfluoreszenz gemessen [71]. Die Durchfiihrung beider Experimente sowie
deren Auswertung wurde freundlicherweise von Jens Ehrhardt und Damian Muzzio

(Universitatsmedizin Greifswald) Ubernommen.

3. Ergebnisse

3.1. Geringe Mengen von F. nucleatum fordern die Invasion und beeintrachtigen

die Migration nicht

Invasion und Migration sind wichtige Funktionen des Trophoblasten um eine
physiologische Plazentation zu gewahrleisten. Inwiefern F. nucleatum das Invasions-
und Migrationsverhalten von HTR8/SVneo beeinflusst, wurde mit einem invasion assay
und einem scratch assay untersucht.

Die Invasion wurde durch geringe Bakterienmengen signifikant verstarkt. Dabei stieg die
Invasivitat mit der Bakterienkonzentration bis zu einem Verhaltnis von einem Bakterium
pro Trophoblastzelle an.(Figure 2A) Die Migration wurde von F. nucleatum
Konzentrationen bis ein Bakterium pro Zelle nicht signifikant beeinflusst. Nur bei einem
Verhaltnis von 10 Bakterien pro Zelle kam es zu einer Reduktion der Migration.(Figure
2C) Bei einer vergleichenden Behandlung von HTR8/SVneo mit E. coli blieb auch bei
einem Verhaltnis von 10 Bakterien pro Zelle die Migration unbeeintrachtigt.

Der scratch assay wurde ebenfalls mit BeWo durchgefihrt. Die Migration der BeWo
Zellen wurde dabei weder durch E. coli noch durch F. nucleatum-Stimulation signifikant

beeinflusst.(Figure 2E)
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3.2. Nur hohe F. nucleatum-Konzentrationen reduzieren die Viabilitiat und erhohen

die Apoptoserate von Trophoblasten

Um die Viabilitat der Zelllinien nach Stimulation mit F. nucleatum zu untersuchen wurde
die Stoffwechselaktivitat Gber den Umsatz von Resazurin zu Resorufin bestimmt. In
HTR8/SVneo blieb die Stoffwechselaktivitdt nach 2 h F. nucleatum Stimulation
unbeeinflusst, sank jedoch bei hohen Konzentrationen nach 24 und 48 h ab. JEG-3
zeigten nach 2 h F. nucleatum-Stimulation ebenfalls keinen Unterschied zu
unstimulierten Zellen. Nach 24 und 48 h fuhrte hier nur die hdchste Konzentration von F.
nucleatum zu einer Reduktion der Viabilitat. In BeWo war der Stoffwechselumsatz durch
F. nucleatum nach 2 h sogar erhoht. Nach 24 h bestand jedoch kein Unterschied mehr
zwischen den stimulierten und unstimulierten Zellen. Hohe Konzentrationen flhrten

auch bei BeWo nach 48 h zu einer verringerten Viabilitat.(Figure 1A)

Mit Durchflusszytometrie wurde die Apoptoserate von HTR8/SVneo, BeWo und JEG-3
bestimmt. Schon nach 2h konnten durch F. nucleatum-Stimulation vermehrt
apoptotische HTR8/SVneo Zellen gemessen werden. Auch nach 24 h trat dieser Effekt
bei allen mit F. nucleatum stimulierten Zellen auf. Nach 48 h war die Apoptoserate nur
noch bei hdheren Konzentrationen signifikant erhoéht. In den JEG-3 Zellen wurde die
Apoptoserate durch Stimulation mit F. nucleatum nicht beeinflusst. Die Apoptoserate der

BeWo wurde nach 2 und 24 h durch hohe Konzentrationen erhoht.(Figure 1B)

Die Zellzyklusanalyse ergab einen durch F. nucleatum erhéhten Anteil von HTR8/SVneo
in der G2/M-Phase. Bei JEG-3 and BeWo war hingegen der Anteil in der G0/1-Phase
erhoht.(Figure 3B)

Die Zelllinien unterschieden sich somit in ihrer Reaktion auf F. nucleatum. Als
Gemeinsamkeit kann jedoch hervorgehoben werden, dass hohe Konzentrationen die
Viabilitat nach 48 h herabsetzen, wohingegen geringe Konzentrationen keine
Verringerung der Viabilitat bewirken. HTR8/SVneo reagierten in Bezug auf Apoptose
empfindlicher auf F. nucleatum-Stimulation als BeWo und JEG-3. Bei letzteren trat
durch F. nucleatum ein Wachstumsarrest auf, wohingegen der Zellumsatz bei
HTR8/SVneo stieg.
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3.3. Die Stimulation mit F. nucleatum induziert in HTR8/SVneo die Sekretion

Invasions-fordernder Faktoren, jedoch nicht in BeWo

Viele Faktoren beeinflussen die Immunumgebung wahrend der Plazentation. CXCLA1
spielt eine wichtige Rolle bei Entzindungsprozessen, Gefallneubildung,
Tumorentstehung und Wundheilung [74]. IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches
Proliferation, Differenzierung und Uberleben von Zellen beeinflusst. Es ist an
Entzindungsprozessen und der Regulation des Immunsystems beteiligt [75].
Interleukin-8 (IL-8) ist ebenfalls an Entzindungsreaktionen beteiligt indem es
Immunzellen rekrutiert und aktiviert [76]. Matrixmetalloproteinasen (MMP) zersetzen
Proteine der extrazellularen Matrix und tragen so zu Tumorwachstum und Invasion bei
[77].

In den Uberstanden von HTR8/SVneo, nicht aber von JEG-3, konnten mit ELISA
CXCLA1, IL-6, IL-8, MMP-2 und -9 nachgewiesen werden. In BeWo-Uberstanden waren
IL-6 und MMP-2 nachweisbar. Der Einfluss von F. nucleatum und E. coli auf die
Sekretion dieser Faktoren wurde untersucht. Hohe Konzentrationen von F. nucleatum
und E. coli zeigten bei HTR8/SVneo eine Erhéhung von CXCLA1, IL-6, IL-8 und MMP-9,
wobei diese bei F. nucleatum-Stimulation erst zu einem spateren Zeitpunkt auftrat. Die
MMP-2 Sekretion durch HTR8/SVneo wurde nur durch hohe F. nucleatum-
Konzentrationen erhdht. E. coli beeinflusste die Sekretion nicht.(Figure 4)

Im Gegensatz zu erhdhter Sekretion in HTR8/SVneo bewirkte F. nucleatum in BeWo
eine Verringerung der Sekretion von IL-6 und MMP-2. E. coli hatte hingegen keinen
Einfluss auf die Sekretion von IL-6 und MMP-2 durch BeWo.(Figure 4B) Die Zelllinien
reagierten mit gegensatzlichem Verhalten bezogen auf die Sekretion von IL-6 und
MMP-2 auf F. nucleatum.

3.4. Durch F. nucleatum-Stimulation ausgeldste IL-6-Sekretion wird durch Toll-like

Rezeptor 4 Blockierung aufgehoben

Um die Rolle von TLR4 in der Induktion der IL-6 Sekretion von HTR8/SVneo zu
untersuchen wurde ein Experiment mit TLR4 blockierendem Antikorper und
anschlieender Messung der IL-6 Sekretion mittels ELISA durchgefuhrt. Der Antikorper
alleine beeinflusste die IL-6-Sekretion durch HTR8/SVneo nicht. Stimulation mit F.

nucleatum erhohte die IL-6-Sekretion, wie in den vorherigen Experimenten gezeigt, aber

19



die Behandlung mit TLR4-blockierendem Antikdrper konnte die Sekretion signifikant

verringern.(Figure 5C)

3.5. F. nucleatum-Stimulation aktiviert in HTR8/SVneo den Toll-like Rezeptor 4/NF-
kB Signalweg

Die auch bei Stimulation mit LPS auftretende Erhohung der IL-6 Sekretion von
HTR8/SVneo lauft Uber den Toll-like Rezeptor 4/NF-kB-Signalweg [78]. Im multiplex
assay konnte gezeigt werden, dass nach F. nucleatum-Stimulation von HTR8/SVneo die
IkB Kinase a vermehrt in phosphorylierter Form vorlag.(Figure 5D) Diese ist ein
nachgeschalteter Faktor der NF-kB-Signaltransduktionskette [79] und weist so die
Aktivierung des Toll-like Rezeptor 4/NF-kB-Signalweges durch F. nucleatum-Stimulation
nach.

Zudem wurde mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen, dass durch F. nucleatum in
HTR8/SVneo eine Translokation von NF-kB in den Zellkern stattfindet. Diese liel3 sich
durch vorherige Zugabe von Inhibitoren der TLR4-Interaktion verhindern. In BeWo
wurde die IKB Kinase a durch Stimulation mit F. nucleatum hingegen nicht aktiviert.
(Figure 6)

3.6. E-Cadherin wird von BeWo und JEG-3 starker exprimiert als von HTR8/SVneo

F. nucleatum fordert Uber die Interaktion mit E-Cadherin von Kolonkarzinomzellen
deren Proliferation [55]. Da eine ahnliche Interaktion auch bei Trophoblastzellen moglich
ware sind die Unterschiede der Trophoblastzelllinien in der E-Cadherin-Expression
relevant. Um die basale E-Cadherin-Expression der verschiedenen Zelllinien
vergleichen zu kdnnen wurde ein In-Cell Western Assay durchgeflhrt.

Das durch E-Cadherin erzeugte Signal wurde auf die durch Zellkernfarbung mit DRAQ5
gemessene Zellmenge normalisiert. Die so ermittelte relative E-Cadherin Expression
von JEG-3 war 10fach hoher als die von HTR8/SVneo, die von BeWo 9fach hdher.
(Figure 5A)
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3.7. Hinweise fiir Unterschiede in der Aktivierung von @-Catenin durch F.

nucleatum zwischen HTR8/SVneo und BeWo

Die Interaktion von E-Cadherin mit F. nucleatum aktiviert den Transkriptionsfaktor [3-
Catenin [51]. In der Immunfluoreszenz konnte mehr B-Catenin in BeWo als in
HTR8/SVneo nachgewiesen werden. Die Stimulation mit F. nucleatum hatte in
HTR8/SVneo keinen Einfluss auf die Translokation von B-Catenin in den Zellkern. In
BeWo bewirkte sie dagegen eine leichte, aber nicht signifikante Translokation, welche

durch Einsatz eines B-Catenin Inhibitors aufgehoben werden konnte.(Figure 6)

4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von geringen Mengen F.
nucleatum auf die Invasions- und Migrationskapazitat, Wachstum, Proliferation und
Immunreaktion des Trophoblasten. In den Experimenten wurden verschiedene
Trophoblastzelllinien mit F. nucleatum bzw. E. coli behandelt. Da durch
sequenzierungsbasierte Methoden nicht klarzustellen ist ob es sich bei dem plazentaren
Mikrobiom um lebende, infektidse Bakterien oder nicht infektiose bakterielle Uberreste
oder OMVs handelt [36], wurden die Bakterien flr die Versuche inaktiviert, da keine

bakterielle Infektion untersucht werden sollte.

4.1. Verbesserte Invasion durch F. nucleatum

In den Ergebnissen des invasion assays zeigte sich eine Erhéhung der
Invasionskapazitat durch F. nucleatum. Jovanovi¢-Krivokuca et al. wiesen fur mit E. coli-
LPS stimuliete HTR8/SVneo auch eine verstarkte Migration nach [80], welche bei
Stimulation mit F. nucleatum jedoch nicht auftrat. Interessanterweise berichten Yoshida
et al. fur mit Lactobacillus crispatus stimulierte HTR8/SVneo ebenfalls von keiner
Veranderung der Migration, aber einer verstarkten Invasion [81]. Bakterielle
Bestandteile koénnen Invasion und Migration des Trophoblasten folglich positiv
beeinflussen.

Besonders kleine Konzentrationen von F. nucleatum konnten die Invasivitat steigern. An
der feto-maternalen Schnittstelle konnte somit die Plazentation unterstitzt werden.
Negative Folgen flr die Schwangerschaft, die durch eine zu geringe Invasion des

Trophoblasten bedingt sind, wie beispielsweise die Praeklampsie [14] kdnnten so
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verhindert werden. Hervorzuheben ist, dass der forderliche Effekt nur bei geringen F.
nucleatum-Konzentrationen auftrat. Hohe Konzentrationen hingegen wirkten sich
negativ auf die Migration aus. Nicht das Vorhandensein der Bakterien an sich, sondern
die Konzentration scheint fur die Auswirkungen auf die Funktion des Trophoblasten und
damit auch fur die Plazentation entscheidend zu sein.

Die Migration in das Endometrium wird dem  Trophoblasten  durch
Matrixmetalloproteinasen ermoglicht, welche die extrazellulare Matrix zersetzen [82].
Die Sekretion von MMP-2 beeinflusst dabei die Invasivitat des Trophoblasten [83].
Durch Stimulation mit E. coli wurde die Sekretion von MMP-2 durch HTR8/SVneo und
BeWo nicht verandert. Dagegen bewirkte die Stimulation mit F. nucleatum bei BeWo
eine Erniedrigung der MMP-2-Sekretion. Bei HTR8/SVneo erhdhten hohe
Konzentrationen F. nucleatum die Sekretion von MMP-2 und konnten so die Invasion
begunstigen. F. nucleatum muss aufgrund der Ergebnisse Uber einen Mechanismus die
MMP-2-Sekretion beeinflussen, der bei E. coli nicht vorhanden ist.

Die erhohte MMP-2-Sekretion passt zu der bei HTR8/SVneo beobachteten vermehrten
Invasion durch F. nucleatum. Auch die verbesserte Invasion durch Lactobacillus
crispatus wird mit einer erhohten MMP-2-Sekretion durch HTR8/SVneo in
Zusammenhang gebracht [81]. Die gegensatzlichen Effekte von F. nucleatum auf die
MMP-2-Sekretion von HTR8/SVneo und BeWo kbénnten mit der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) zusammenhangen. In der Differenzierung des
Zytotrophoblasten wird bei der Ablosung extravilldser Trophoblasten vom Zellverband
am Ende der Haftzotten von einer epithelial-mesenchymalen Umwandlung
ausgegangen [84]. Dabei wird aus einer polarisierten Epithelzelle, die normal einer
Basalmembran aufsitzt und mit dieser interagiert, eine Zelle mit mesenchymalem
Phanotyp [85]. Diese kann nun migrieren, invasiv einwandern und hat eine erhdhte
Apoptoseresistenz [86]. Die Zelle kann sich somit aus dem Zellverband I6sen und ihren
Ursprungsort verlassen. Die Zellen kénnen sich zum Teil auch anschlieliend wieder in
epitheliale Zellen differenzieren [85].

Bei der EMT wird die Sekretion von Matrixmetalloproteinasen erhdht [87]. Speziell die
Matrixmetalloproteinasen 2, 3 und 9 werden verstarkt exprimiert [84]. F. nucleatum
induziert bei tierischen Keratinozyten eine EMT [88]. In Plattenepithelkarzinomzellinien

mit epithelialem Phanotyp werden sowohl durch lebende als auch inaktivierte F.
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nucleatum EMT-Gene hochreguliert und die Invasion gefordert [61]. Inaktivierte E. coli
verandern die Expression von EMT-Genen dagegen nicht [61]. Dies passt zur erhdhten
MMP-2-Sekretion von HTR8/SVneo durch F. nucleatum im Vergleich zur unveranderten
Sekretion durch E. coli. Auch bei HTR8/SVneo konnten somit speziell durch F.

nucleatum invasive, mesenchymale Funktionen unterstutzt werden.

4.2. Geringe Bakterienmengen werden toleriert

HTR8/SVneo reagierte bezogen auf Wachstum und Apoptose empfindlicher als JEG-3
und BeWo auf die Stimulation mit F. nucleatum. In BeWo erhdhten nur grolle
Bakterienmengen die Apoptoserate, weshalb hier von einer Abhangigkeit von der
Bakterienmenge auszugehen ist. Auch vermehrte Apoptose wirkte dabei nicht
grundsatzlich negativ auf das Migrationspotential, da trotz erhdhter Apoptoserate die
Migration von BeWo nicht und die von HTR8/SVneo teilweise nicht beeintrachtigt
wurden. Die Apoptoserate durch F. nucleatum-Stimulation blieb in JEG-3 unbeeinflusst.
JEG-3 ist damit am resistentesten gegen negative Auswirkungen von F. nucleatum auf
das Zelluberleben. In Experimenten mit dieser Zelllinie zeigten bereits Equils et al. unter
direkter LPS-Stimulation keine Apoptoseinduktion [89]. Gleiches stellten Abrahams et al.
fur primare Trophoblastzellen aus dem 1. Trimester fest [90].

Wie primare Trophoblastzellen auf die Stimulation mit geringen Mengen inaktivierten F.
nucleatum reagieren wurden, kann nur spekuliert werden. Die Ergebnisse aus den eben
aufgefuhrten Experimenten und denen von Abrahams et al. lassen aber die Vermutung
zu, dass F. nucleatum keine negativen Auswirkungen auf das Zelliberleben primarer

Trophoblastzellen haben konnte.

4.3. Ubertragbarkeit auf Primérzellen

Um zu ermitteln ob die Ergebnisse der Experimente auf primare Zellen Ubertragbar sein
konnten, muss auch der Ursprung der verwendeten Zelllinien und die damit
verbundenen  Unterschiede Dbetrachtet werden. BeWo und JEG-3 sind
Chorionkarzinomzelllinien [69], [70], HTR8/SVneo hingegen ist aus immortalisierten
Primarzellen entstanden [68]. Fir JEG-3 wurden humane Tumorzellen in Hamster und
spater in die Kultur in Kulturmedium uberfluhrt. Nach einer Selektion einzelner Klone

wurden diese Zelllinien erneut in Hamster implantiert. Anschliel3end erfolgte wieder eine
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Selektion, bei welcher die JEG-3 Zelllinie entstand [69]. Die BeWo Zelllinie entstand
ebenfalls aus Chorionkarzinomzellen, die einer Metastase entnommen und zunéachst in
Hamstern kultiviert wurden. In verschiedenen Experimenten setzte sich eine Zelllinie mit
Ursprung in einer einzelnen Tumorkolonie durch, welche in ihren Eigenschaften dem
undifferenzierten Zytotrophoblasten entspricht [70].

HTR8/SVneo dagegen entstand aus Trophoblastzellen im ersten Trimester, die aus
Gewebe von Schwangerschaftsabbrichen gewonnen wurden. Die Zellen wurden
isoliert, selektiert und kultiviert. Mit Elektroporation wurde ein Plasmid eingebracht,
welches die Gene des “simian virus large T antigen” trug. Die Zellen bei denen der
Gentransfer erfolgreich war, trugen nun die Fahigkeit der unbegrenzten Proliferation
[68]. Sie ahneln weiterhin stark den elterlichen nicht transfektierten Zellen, welche
allerdings im Kontrast zu den transfektierten Zellen nach 12 Passagen die Teilung
einstellen [68]. Da HTR8/SVneo aus Primarzellen entstanden sind, kdnnte bei ihnen in
Experimenten im Vergleich zu Chorionkarzinomzelllinien eine gréRere Ubereinstimmung
mit primaren Trophoblastzellen vermutet werden.

Neben dem Ursprung der Zellen ist auch die Genexpression ein wichtiges Kriterium.
Suman et al. zeigen fur HTR8/SVneo verglichen mit JEG-3 in der Genexpression bei
vielen potenziell invasiven Molekullen eine starkere Expression. Auch in vitro kann in
Experimenten eine hohere Invasivitat gezeigt werden. HTR8/SVneo entspricht damit
eher dem extravilldsen Trophoblasten [91]. Verglichen mit Primarzellen zeigen aber
sowohl Chorionkarzinomzelllinien als auch durch Transfektion immortalisierte Zelllinien
ein verandertes Genexpressionsprofil [92].

Mit bioinformatischer RNA Analyse untersuchten Bilban et al. verschiedene
Trophoblastzelllinien und Proben von Zytotrophoblast und extravilldésem Trophoblast auf
die Expression von 14 000 RNAs. Die mit “large T antigen” transfizierten Zelllinien
HTR8/SVneo und SGHPL-5 bilden dabei eine Gruppe, die sich von den
Chorionkarzinomzellen BeWo, JEG-3 und ACH-3P abgrenzt. Beide Gruppen zeigen
jedoch eine ahnliche Distanz zum RNA-Expressionsmuster von primaren extravilldsen
Trophoblastzellen. Es lassen sich insgesamt die drei Gruppierungen Primarzellen,
Karzinomzellen und SV40-transfizierte Zellen darstellen. Daraus wird geschlossen, dass
durch die Tumorentstehung bzw. Transfektion mit “large T antigen” eine deutliche

Veranderung der Genexpression auftritt. Mit der Transfektion von extravillosen
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Trophoblastzellen geht so auch die Induktion eines mesenchymalen Genotypes einher
[92].

Von einer EMT wird jedoch auch in der Differenzierung des Zytotrophoblasten bei der
Ablosung extravilléser Trophoblasten vom Zellverband ausgegangen [84]. Vergleichbar
zu Zellveranderungen wahrend der embryonalen Entwicklung, der Wundheilung und
auch der Metastasenbildung von Tumoren werden die epithelialen Zytotrophoblastzellen
dabei zu invasiven, mesenchymalen extravillosen Trophoblastzellen [85]. Die Induktion
mesenchymaler  Eigenschaften durch die Transfektion von extravillosen
Trophoblastzellen stellt somit moglicherweise einen Vorteil dieser Zelllinien dar. Die
Analyse von Genen, welche typisch fur extravilléser Trophoblastzellen sind, erbringt
jedoch keine Zelllinie mit besonderer Nahe zu extravillosen Trophoblasten in
Abgrenzung zu Zytotrophoblasten [92].

HTR8/SVneo, BeWo und JEG-3 sind alle haufig verwendete Zelllinien um die Invasion
von extravilldsen Trophoblasten zu untersuchen [93]. Im direkten Vergleich stimmen
‘large T antigen” transfizierte extravilldose Trophoblastzellen mit primaren Zellen
(extravilldsen Trophoblasten und Zytotrophoblasten) weniger in der Genexpression
Uberein als Karzinomzelllinien [92]. Daraus ziehen Bilban et al. den Schluss, dass
Chorionkarzinomzelllinien fur Experimente bezlglich Motilitdt und Invasion bevorzugt
genutzt werden konnten [92]. Interessant ware deshalb eine Wiederholung des
Invasionsexperimentes mit BeWo oder JEG-3. Ob jedoch beispielsweise auch relevante
genregulatorische Mechanismen in den Chorionkarzinomzelllinien erhalten geblieben
sind, sollte vor einer abschlieienden Beurteilung noch erforscht werden.

Die Mdglichkeit einer Veranderung der Genexpression durch Kultivierung auf
extrazellularer Matrix, wodurch diese den Primarzellen ahnlicher werden konnte, sollte
nach Bilban et al. ebenfalls bedacht werden. Analog dazu wird auch auf die Moglichkeit
der Beeinflussung der Genexpression der Primarzellen durch die vor der Analyse
erfolgte  Kultivierung hingewiesen [92]. Novakovic et al. untersuchten die
Methylierungsprofile verschiedener Trophoblastzelllinien verglichen mit
Zytotrophoblasten und extravilldsen Trophoblasten des ersten Trimesters. Alle Zelllinien
zeigen eine hohere Methylierungsrate als die Primarzellen. BeWo und JEG-3 bilden

auch hier eine Gruppierung mit anderen Chorionkarzinomzelllinien. HTR8/SVneo zeigt
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im Methylierungsprofil mehr Nahe zu soliden Tumoren als zu Chorionkarzinomzelllinien
oder Primarzellen [94].

Zusammenfassend grenzen sich die Zelllinien alle von den Primarzellen ab und stellen
nur ein Modell des Trophoblasten dar. Durch gezielte Auswahl von madglichst mehr als
einer Trophoblastzelllinie fur die entsprechenden Untersuchungen koénnen jedoch
wesentliche Daten gesammelt werden, welche nachfolgend mit Primarzellen bestatigt
werden sollten [93]. Wie empfindlich primare Trophoblastzellen auf eine Stimulation mit
F. nucleatum reagieren wurden lasst sich folglich nicht sicher vorhersagen und sollte
noch experimentell untersucht werden. Durch die Verwendung von sowohl
Chorionkarzinomzelllinien als auch immortalisierten Zellen lasst sich jedoch ein

moglichst breites Spektrum an moglichen Auswirkungen zeigen.

4.4. Die mogliche Rolle von E-Cadherin

Wie bereits erwahnt wird F. nucleatum auch mit der Entstehung von kolorektalen
Karzinomen in Zusammenhang gebracht. Einen genauen Interaktionsmechanismus
haben Rubinstein et al. [55] untersucht. Sie konnten eine Interaktion Uber das Protein
Adhesin A (Genname: FadA) auf der Zelloberflache von F. nucleatum, welches ein E-
Cadherin Ligand ist, nachweisen. F. nucleatum stimuliert dartiber die Proliferation von
Kolonkarzinomzellen, welche E-Cadherin exprimieren. Adhesin A bindet an das E-
Cadherin auf den Karzinomzellen. Es vermittelt daruber die Bindung und die Invasion
des Bakteriums in die Zelle. E-Cadherin spielt deshalb eine wichtige Rolle bei dem
durch F. nucleatum induzierten Wachstumsvorteil fir Kolonkarzinome [55].

Eine Interaktion Uber diesen Mechanismus ware auch mit den Trophoblastzellen, die E-
Cadherin exprimieren, moglich. Im direkten Vergleich mit In-Cell Western assay konnte
bei JEG-3 und BeWo eine ahnlich hohe E-Cadherinexpression gezeigt werden.
HTR8/SVneo dagegen exprimierte kaum E-Cadherin. Dies bestatigt die Western Blot
Ergebnisse von Abou-Kheir et al. [95].

E-Cadherin kommt in der Plazenta vor allem in den Haftzotten vor und wird bei der
extravillosen Differenzierung herunterreguliert [96]. Die sich vermehrenden
Zytotrophoblastzellen in  den Haftzotten, sowie die nicht-proliferierenden
Zytotrophoblastzellen am distalen Ende der Zotten sind E-Cadherin positiv [97]. Der

Synzytiotrophoblast, welcher den intervilldsen Raum umgibt, ist dagegen E-Cadherin
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negativ [98]. Bei extravillosen Trophoblastzellen, welche interstitiell als einzelne Zellen
auftreten, ist E-Cadherin an der Zelloberflache diskontinuierlich exprimiert, wodurch E-
Cadherin-freie  Membranabschnitte entstehen [97]. Im Gegensatz dazu wird
durchgangig E-Cadherin exprimiert, sofern die extravilldsen Trophoblastzellen in
Gruppen angeordnet sind, was auch auf gruppierte endovaskulare extravillose
Trophoblastzellen zutrifft [97]. E-Cadherin kdnnte folglich flr eine bessere Migration und
Invasion herunterreguliert werden. Nach Abschluss der Migration und erneuter Bildung
von Zellverbanden wirde es wieder vermehrt gebildet [97], [98].

Im Rahmen der EMT kommt es bei extravillosen Trophoblastzellen zu einem Verlust an
E-cadherin, der mit einer erhdhten Invasivitat verbunden ist [84]. Die geringe E-
Cadherinexpression von HTR8/SVneo deutet so auf eine Ahnlichkeit mit dem invasiven
extravilldosen Trophoblasten hin, bei dem eine EMT stattgefunden hat. Die hohe E-
Cadherinexpression von BeWo und JEG-3 ahnelt dagegen mehr dem wenig invasiven

Trophoblasten vor einer EMT bzw. nach einer Rucktransition.

4.5. Wie F. nucleatum die Immunantwort verandert

F. nucleatum kann bei kolorektalen Tumoren die Progression fordern indem verstarkt
Immunzellen rekrutiert werden, welche den Tumor infiltrieren [56]. Um die
Immunantwort des Trophoblasten auf F. nucleatum betrachten zu kénnen, wurde die
Zytokinproduktion der Zelllinien mittels ELISA untersucht. Damit zwischen einer
speziellen Reaktion auf F. nucleatum und einer unspezifischen auf gram-negative
Bakterien allgemein differenziert werden kann, wurden die Trophoblastzellen auch mit
E. coli stimuliert. In HTR8/SVneo wurde durch beide Bakterien die Zytokinsekretion
(CXCL1, IL-6, IL-8) erhoht, nicht jedoch in BeWo. Hier blieb die IL-6 Sekretion bei
Stimulation mit E. coli unverandert, F. nucleatum dagegen reduzierte die Sekretion.
Diese gegensatzlichen Reaktionen lassen vermuten, dass verschiedene Signalwege
genutzt werden.

Auch die Stimulation mit LPS beeinflusst die IL-6 Sekretion von BeWo nicht [99]. Koh et
al. fanden heraus, dass der NF-kB Signalweg, der normalerweise durch Bindung von
LPS an den TLR4 ausgeldst wird, bei BeWo durch LPS nicht aktiviert wird [100]. Dieser
bewirkt jedoch die Aktivierung der Expression von IL-6 [78]. Dies kénnte der Grund

dafur sein, dass keines der Bakterien die IL-6-Sekretion durch BeWo erhohte. Ein
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Signalweg, der Uber F. nucleatum Stimulation in BeWo eine verminderte Sekretion von
IL-6 auslost, ist nicht bekannt. Es kann spekuliert werden, dass dies durch die
Interaktion von F. nucleatum und E-Cadherin moduliert wird. Bei HTR8/SVneo ware der
Effekt aufgrund der geringen E-Cadherinexpression und des gegenlaufigen Effekts
durch die Aktivierung des NF-kB Signalweges Uber LPS nicht sichtbar.

Ob die Erhdéhung der IL-6 Sekretion in HTR8/SVneo durch F. nucleatum-Stimulation
TLR4 vermittelt ist, wurde deshalb durch Untersuchung der Aktivierung des Toll-like
Rezeptor 4/NF-kB-Signalweges und Blockierung des Rezeptors Uuberpruft. Es ist
bekannt, dass LPS an TLR4 bindet und uber den NF-kB Signalweg die |IL-6-Produktion
aktiviert [78]. Im Tierversuch mit schwangeren F. nucleatum-infizierten Mausen ist TLR4
ebenfalls an der Entzindungsreaktion beteiligt [101]. Auch in Zellen von kolorektalen
Karzinomen wird durch F. nucleatum TLR4 vermittelt NF-kB aktiviert [63]. Es zeigte sich
durch F. nucleatum auch in HTR8/SVneo eine Aktivierung der Signalkaskade des Toll-
like Rezeptor 4/NF-kB-Signalweges mit Translokation von NF-kB in den Zellkern.
Letztere trat bei Blockierung des TLR4 nicht auf. Dies spricht flr eine Interaktion von
LPS auf F. nucleatum mit den Trophoblastzellen, welche den Signalweg aktiviert.

Die durch F. nucleatum induzierte IL-6-Sekretion konnte ebenfalls mittels TLR4
Blockierung gesenkt werden. Mit TLR4 blockierendem Antikoérper inkubierte und F.
nucleatum stimulierte HTR8/SVneo Zellen sekretierten verglichen mit der direkt mit F.
nucleatum stimulierten Kontrolle deutlich weniger IL-6. Die Induktion der IL-6 Sekretion
von HTR8/SVneo durch F. nucleatum Stimulation ist folglich TLR4 vermittelt. Dies bietet
auch eine Erklarung fur die fehlende Induktion der IL-6 Sekretion in BeWo nach
bakterieller Stimulation.

Eine von der Menge an bakteriellen Bestandteilen abhangige Veranderung der
Zytokinsekretion weisen Fest et al. fur Makrophagen nach, die mit Trophoblasten
kultiviert wurden. Makrophagen, die ohne vorherigen Kontakt zu Trophoblasten mit LPS
stimuliert werden, erhohen ihre Zytokinsekretion. Werden sie jedoch zuvor mit
Trophoblasten kultiviert, fUhren geringe LPS-Konzentrationen verglichen zur nicht LPS-
stimulierten Kontrolle zu einer Verringerung der Zytokinsekretion. Hohe Konzentrationen
hingegen verandern die Zytokinsekretion der Makrophagen nicht [26]. Der Kontakt mit
einer Bakterienkomponente 16st folglich nicht zwangslaufig eine Entziindungsreaktion

aus, sondern moduliert auch abhangig von der humanen Zellkommunikation die
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Immunantwort. An der  feto-maternalen Schnittstelle konnten kleine
Bakterienkonzentrationen folglich einen positiven Einfluss auf das Immungleichgewicht

haben.

4.6. Limitationen

Um die komplexen Vorgange im menschlichen Korper untersuchen zu kénnen, ist die
Eingrenzung auf bestimmte Komponenten und Variablen notwendig. Die Zellkultur bietet
dafir gute Voraussetzungen, da eine festgelegte Zellart unter standardisierten
Kulturbedingungen erforscht werden kann. Die Variation von Einflussfaktoren kann
begrenzt werden, wodurch reproduzierbare Ergebnisse erbracht werden konnen. In der
Grundlagenforschung werden statt Primarzellen haufig Zelllinien verwendet. Sie bieten
einen nahezu unbegrenzten Vorrat an Zellmaterial und etablierte Kulturbedingungen,
wodurch die Ergebnisse gut reproduzierbar sind [102]. Auch Versuche verschiedener
Labore sind bei Verwendung derselben Zelllinie gut vergleichbar.

Die Zelllinien sollten in ihren Funktionen den Ursprungszellen so nah wie maoglich sein.
Genmanipulationen konnen jedoch diese Funktionen verandern, weshalb Zelllinien
beispielsweise in ihrem Verhalten auf bestimmte Stimulantien von Primarzellen
abweichen konnen und somit andere Reaktionen zeigen [102]. Fur die beschriebenen
Versuche wurden Trophoblastzelllinien genutzt. Diese sind langlebiger als Primarzellen,
unterscheiden sich jedoch wie bereits erwahnt durch ein verandertes Genprofil von
diesen [92]. Trophoblastzellinien werden aufgrund der begrenzten Verfugbarkeit von
frischem Primargewebe jedoch fir die meisten funktionalen Analysen genutzt [93]. Um
einen moglichst umfassenden Einblick in die Einflisse von F. nucleatum auf die
Funktionen des Trophoblasten zu erhalten wurden drei verschiedene Zelllinien
verwendet.

Da der Fokus der Arbeit auf der immortalisierten Zelllinie HTR8/SVneo lag, wurden
bestimmte Experimente nur mit dieser Zelllinie durchgefihrt. Eine Vervollstandigung
dieser Experimente mit den Zelllinien BeWo oder JEG-3 konnte weitere Erkenntnisse
bringen. Wie bereits erwahnt, ist besonders eine Wiederholung des
Invasionsexperimentes mit BeWo und JEG-3 empfehlenswert. Auch der mogliche
Interaktionsmechanismus von E-Cadherin mit F. nucleatum ist noch ungenitgend

verstanden und sollte weiter untersucht werden.
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Das Vorkommen von Bakterien in gesunden Plazenten ist noch Gegenstand aktueller
Diskussionen [39]. Ob die nachgewiesene bakterielle DNA von lebenden Bakterien,
Uberresten von Bakterien oder OMVs stammt kann nur spekuliert werden [36]. In den
Versuchen wurde daher mit inaktivierten Bakterien gearbeitet, da das Modell keine

Infektion nachstellen sollte, sondern mdglichst physiologische Bedingungen.

4.7. Ausblick

Wie Walker et al. zusammenfassen, haben Tierversuche gezeigt, dass eine
vorgeburtliche Ubertragung von Mikroorganismen auf den Fetus méglich ist und die
physiologischen Vorgange bei schwangeren Frauen darauf hinweisen, dass dies auch
bei Menschen wahrscheinlich ist. Bei schwangeren Frauen treten Veranderungen auf,
welche die Translokation von Bakterien nach intrauterin beglnstigen. Auch der
Nachweis von Bakterien im Mekonium von Neugeborenen deutet auf die Mdglichkeit
einer vertikalen Bakterienubertragung in utero hin [43]. Die Beeinflussung der Funktion
des Trophoblasten durch Bakterien sollte deshalb weiter erforscht werden. Die
Ermittlung der genauen Interaktionsprozesse zwischen F. nucleatum und
Trophoblastzellen ist notwendig um beispielsweise fur bestimmte Zwecke optimierte F.
nucleatum bzw. deren Bestandteile, wie die nicht infektibsen OMVs, einsetzen zu
kbnnen. Um eine pathologische Immunreaktion zu verhindern, mussten
Interaktionsprozesse wie beispielsweise von LPS mit TLR4 herunterreguliert werden.
Gleichzeitig konnten invasionsfordernde Bestandteile vermehrt exprimiert werden.
In der Reproduktionsmedizin kénnten speziell auf die Férderung der Invasion
modifizierte F. nucleatum intravends appliziert werden und Uber hamatogene
Transmission in die Plazenta gelangen. Dort koénnte die Verbesserung der
Trophoblastenfunktion die Gefallmodulierung unterstitzt und so eine Praeklampsie
verhindert werden. Auch bereits wahrend der Nidation konnte durch eine verbesserte
Invasion und positive Modulation der Immunumgebung die Erfolgsrate fur die
Schwangerschaftsentstehung steigen. Das gezielte Einbringen von F. nucleatum, OMVs
oder spezifischen Bakterienbestandteilen in den Uterus konnte somit fertilitatssteigernde
Malnahmen unterstitzen. Bei In-Vitro-Fertilisationen ware eine Vorbehandlung der
Embryonen vor dem Embryotransfer mdglich. Eine in vitro Stimulation von

mononukleare Zellen des peripheren Blutes, welche zusammen mit dem Embryo in den
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Uterus transferiert werden, mit humanem Choriongonadotropin kann die Erfolgsrate bei
In-Vitro-Fertilisation erhdhen [103]. So kdnnten die Embryonen selbst vor dem Transfer
mit  Bakterienbestandteilen stimuliet werden, die eine Steigerung des
Invasionspotentials bewirken.

Weitere Forschungsansatze sind Experimente mit Primarzellen, welche den Einfluss
von F. nucleatum mit und ohne TLR4 Blockierung untersuchen oder auch Tierversuche,
beispielsweise mit Mausen mit fehlender TLR4-Aktivitat. Doch F. nucleatum ist nur
eines von vielen in der Plazenta nachgewiesenen Bakterien [35], [45]-[49]. Auch
Ergebnisse zu anderen Bakterienstdmmen wirken vielversprechend [81].

Neue wissenschaftliche Entdeckungen in Bezug auf die Interaktion von Trophoblasten
und F. nucleatum koénnten zudem fir die Tumorforschung relevant sein, da F.
nucleatum in kolorektalen, Mamma-, Pankreas- und Plattenepithelkarzinomen
nachweisbar ist [54], [60], [61]. Am meisten ist bisher Uber die Interaktionen mit
kolorektalen Karzinomen bekannt, wo F. nucleatum Invasion und Wachstum begunstigt
[59]. Daher kénnten Erkenntnisse zu F. nucleatum primar fur die Darmkrebspravention
und -behandlung genutzt werden. Aber auch beim Mammakarzinom konnte durch
weitere Ergebnisse die Behandlung verbessert werden [63]. Die Verhinderung einer
inadaquaten Besiedelung mit F. nucleatum konnte als praventive Malinahme gegen
Karzinome wirken. Durch das Einbringen genetisch veranderter F. nucleatum, bei denen
die Signalwege fur Invasivitats- und Wachstumssteigerung nicht aktiviert werden
konnen, konnten pathologisch wirkende F. nucleatum verdrangt werden und eine
langsamere Tumorprogression bewirken. Auch eine Veranderung der Immunumgebung
durch bakterielle Bestandteile kdnnte die Aggressivitat von Tumoren beeinflussen.
Somit bieten die Ergebnisse zur Interaktion von F. nucleatum mit dem Trophoblasten

maogliche Ansatzpunkte fur die Tumorbehandlung und Reproduktionsmedizin.
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5. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit sollten die Auswirkungen von kommensalen Bakterien auf die frihe
Schwangerschaft untersucht werden. In der Plazenta wird ein physiologisches
Mikrobiom beschrieben, zu welchem auch das gram-negative anaerobe Bakterium
Fusobacterium nucleatum gehort. Getestet wurde mit in vitro Experimenten ob eine
niedrige Bakterienkonzentration F. nucleatum toleriert wird, ohne eine schadliche
Immunantwort auszulosen oder den Trophoblasten in seiner Funktion einzuschranken.
Als Modell wurden die virustransfizierte Trophoblastzelllinie HTR8/SVneo sowie die
Chorionkarzinomzelllinien JEG-3 und BeWo genutzt, die mit F. nucleatum und E. coli
behandelt wurden. Die Bakterien wurden inaktiviert um nicht-infektiose Bedingungen zu
imitieren. Invasion assay, scratch assay, cell viability assay, apoptosis detection, cell
cycle analysis, ELISA, in-cell western assay, multiplex assay und Immunfluoreszenz
wurden genutzt.

Die Invasivitat von HTR8/SVneo konnte durch Stimulation mit geringen Mengen F.
nucleatum gesteigert werden. Die Migration von HTR8/SVneo und BeWo wurde durch
kleine Mengen F. nucleatum nicht beeintrachtigt. Eine hohe Konzentration reduzierte die
Migration von HTR8/SVneo, nicht jedoch von BeWo. Hohe Konzentrationen F.
nucleatum reduzierten die Viabilitdt in HTR8/SVneo, BeWo und JEG-3. Sie erhdhten
auch die Apoptoserate in HTR8/SVneo und BeWo. F. nucleatum induzierte in
HTR8/SVneo die Sekretion invasionsfordernder Faktoren. In BeWo dagegen sank die
Produktion durch F. nucleatum-Stimulation. BeWo und JEG-3 exprimieren E-Cadherin
sehr viel starker als HTR8/SVneo.

Aus den Experimenten ergibt sich, dass eine niedrige Konzentration von Bakterien oder
bakteriellen Bestandteilen in der fetomaternalen Einheit vorhanden sein konnte, ohne
eine schadliche Immunantwort auszuldsen. Sie kdnnten die Funktion des Trophoblasten
sogar positiv beeinflussen indem pro-inflammatorische Zytokine induziert werden und

die Invasivitat positiv beeinflusst wird.
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Pregnancy success depends greatly on a balanced immune homeostasis. The detection
of bacterial components in the upper reproductive tract in non-pregnant and pregnant
women raised questions on its possible beneficial role in reproductive health. The local
conditions that allow the presence of bacteria to harmonize with the establishment of
pregnancy are still unknown. Among the described bacterial species in endometrial and
placental samples, Fusobacterium nucleatum was found. It has been observed that F.
nucleatum can induce tumorigenesis in colon carcinoma, a process that shares several
features with embryo implantation. We propose that low concentrations of F. nucleatum
may improve trophoblast function without exerting destructive responses. Inactivated F.
nucleatum and E. coli were incubated with the trophoblastic cell lines HTR8/SVneo,
BeWo, and JEG-3. Viability, proliferation, migratory capacity, invasiveness and the
secretion of chemokines, other cytokines and matrix metalloproteinases were
assessed. The presence of F. nucleatum significantly induced HTR8/SVneo invasion,
accompanied by the secretion of soluble mediators (CXCL1, IL-6 and IL-8) and
metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9). However, as concentrations of F. nucleatum
increased, these did not improve invasiveness, hindered migration, reduced cell viability
and induced alterations in the cell cycle. Part of the F. nucleatum effects on cytokine
release were reverted with the addition of a TLR4 blocking antibody. Other effects
correlated with the level of expression of E-cadherin on the different cell lines tested.
Low amounts of F. nucleatum promote invasion of HTR8/SVneo cells and induce the
secretion of important mediators for pregnancy establishment. Some effects were
independent of LPS and correlated with the expression of E-cadherin on trophoblasts.

Keywords: microbiome, pregnancy, trophoblast, Fusobacterium nucleatum, HTR8/SVneo, BeWo, JEG-3

INTRODUCTION

It is estimated that a healthy adult hosts a number of bacteria comparable in magnitude with the
number of own human cells. Commonly known, skin, gut and vagina are densely colonized body
sites. The colon, the site where most bacteria reside, is estimated to contain around 3.8 x 10"
bacteria (1). The gut microbiota has established symbiotic relationships with the host bearing

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 1

August 2021 | Volume 12 | Article 698045


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.698045/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.698045/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.698045/full
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:Damian.Muzzio@med.uni-greifswald.de
mailto:Damian.Muzzio@med.uni-greifswald.de
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.698045
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#editorial-board
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.698045
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fimmu.2021.698045&domain=pdf&date_stamp=2021-08-31

Heusler et al.

Supportive Microbiota in Early Pregnancy

mutualistic advantages for both, bacteria and the host. The
human body, thereby, profits from pathogen defense, provision
of metabolites and immunological challenges mediating enteric
homeostasis. Alterations in its composition, instead, may cause
several health problems (2).

The gut microbiome has its origin early in life and its
development depends on several factors. The colonization and
thus the composition is affected by the mode of birth (3), genetic
factors, nutrition and the intake of antibiotics (4-6). In recent
years, the hypothesis that the infant gut is colonized in utero has
gained strength upon reports describing microbial communities
in meconium from neonates delivered at full term by C-sections
(7-10). The maternal origin of the in utero colonization is still
under discussion, but maternal gut, uterine and oral microflora
have been proposed as source as well (11). This assessment defies
the consensus that has been assumed over 100 years that the
healthy womb is sterile (12).

During pregnancy, immune homeostasis is crucial for
pregnancy maintenance (13). Local and systemic immune
adaptations facilitate the implantation and later the
accommodation of the growing fetus (14-17). These adaptations
include the promotion of uterine vascular remodeling and the
induction of immune tolerance (18-24). Both maternal
lymphocytes and fetal derived cells including trophoblast
establish a complex interaction to balance the inflammatory
environment providing protection against pathogens and the
necessary cytokine milieu that allows local structural
modifications during placentation (17, 25, 26).

Reports supporting the idea of the sterile womb were based
on data obtained from culture-based methods. However,
considering that only 1 % of the bacteria are cultivable, new
methodologic approaches have been applied to revisit the sterile
uterine model (27). A number of studies reported the presence of
bacteria in healthy uterine cavity, placenta, umbilical cord and
amniotic fluid (8, 28-31). Despite that, low bacterial loads were
reported which are hardly differentiated from contaminations
especially in the placenta (32-35). Furthermore, the mere
detection of bacterial genetic material does not imply the
presence of living bacteria. In this concern, more research is
needed to clarify the impact of bacteria or bacterial products on
pregnancy. Nevertheless, it has been speculated that they may
play a role in priming fetal immune system or maternal
inflammatory processes at the beginning of pregnancy (36, 37).

F. nucleatum a non-motile, non-spore-forming, gram-negative
bacteria that belongs to the genus Fusobacterium of the family
Bacteroidaceae (38) was found in healthy term placenta (28). It has
been described as an opportunistic bacterium of the human oral
cavity and one of the most occurrent species causative of
periodontitis. Moreover, F. nucleatum was found in several
organs, and its presence in the colon has been linked to the
promotion of carcinogenesis (39, 40).

Many studies have been performed to determine the
mechanisms by which F. nucleatum is able to modify the
tumor niche. The bacterium possesses several virulence factors
that suppress immune cells, promote extracellular matrix (ECM)
modifications, modify blood vessel formation and induce cell

growth (39, 41-48). Thereby, binding of Fusobacterium Adhesin
A (FadA) to E-cadherin activates P-catenin signalling and
promotes direct cancer cell proliferation. The immune
suppressive capacity of F. nucleatum was demonstrated more
than 30 years ago (49). The same authors identified later the
Fusobacterium immunosuppressive protein (FIP) and its subunit
FipA are responsible for the immunosuppressive capacity of F.
nucleatum (50, 51). Recently, the protein Fap2 was shown to
inhibit NK cells via TIGIT (T Cell Immunoreceptor With Ig And
ITIM Domains), facilitating tumor evasion of the immune
system (45). Moreover, F. nucleatum can also affect humoral
response and monocyte activity (52-54).

Tumor developmental mechanisms show analogies to early
pregnancy processes. These include the activation of pathways
that promote cell motility. For example, the reduction of the
expression of adhesion molecules as E-cadherin facilitates the
loss of cell-cell interactions and the epithelial-mesenchymal
transition (55, 56). Analogous to trophoblast invasion, tumor
growth is also accompanied by modifications of the ECM (57)
where matrix metalloproteinases (MMPs) play a fundamental
role. It has been observed that F. nucleatum promotes
tumorigenesis by increasing the release of MMPs. Indeed, F.
nucleatum stimulates secretion of several MMPs from epithelial
cells and macrophages (42, 43, 58) and acquires MMP-9 activity
after binding of pro-MMP-9 (41). The FadA target protein, E-
cadherin, is also expressed on trophoblasts in a time and location
dependent manner during placental development (59-61).
Expressed prominently on cytotrophoblasts in anchoring cell
columns and villous trophoblasts, its expression is inversely
proportional to the cell migratory capacity, being lower in
extravillous trophoblasts (EVT). It has been observed that E-
cadherin expression also is reduced from first to third trimester
of pregnancy. While alterations in the expression of E-cadherin
are associated with aberrant placentation (60), the impact of E-
cadherin in cancer progression seems to depend on the cancer
entity (62).

An infection can affect pregnancy not only by its virulence
characteristics, but also by shifting the above mentioned
inflammatory equilibrium (63). It has been proposed that
placental inflammation is predominantly caused by maternal
activation of TLRs (64). As shown in clinical trials, targeting
bacterial infection does not warrant prevention of pregnancy
complications (65). Hence, understanding immune functions at
the fetomaternal interface is highly relevant. Recent studies
unveiled the presence of low bacterial abundance in locations
previously thought to be sterile [including endometrium,
fallopian tubes (66-68) and placenta (28, 29)]. The fact that
bacteria or bacterial components may be present at the
fetomaternal interface challenges our understanding of local
immune homeostasis.

We speculate that the presence of small numbers of F.
nucleatum in the fetomaternal unit may influence trophoblast
invasive capacity, by promoting ECM modifications and a
tolerogenic surrounding micro-environment. In this work, we
evaluate the effect of non-infective low concentrations of F.
nucleatum on trophoblast biology.
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MATERIAL AND METHODS

Cell Lines and Culture

HTR8/SVneo cells (LGC Standards, Wesel, Germany), a human
first trimester extravillous trophoblast immortalized cell line,
were cultured in RPMI 1640 (PAN-Biotech, Aidenbach,
Germany) supplemented with 10% FBS (PAN-Biotech,
Aidenbach, Germany) and 1% penicillin/streptomycin (PAN-
Biotech, Aidenbach, Germany).

JEG-3 (LGC Standards, Wesel, Germany) and BeWo (LGC
Standards, Wesel, Germany), both human chorioncarcinoma
cell lines with similar phenotype to cytotrophoblasts, were
cultured in DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Germany) supplemented with 10% FBS and 1% penicillin/
streptomycin. All cells were cultured at 37°C and 5% CO,
under humidified conditions.

Preparation of Inactivated Bacteria

for Stimulation

F. nucleatum

F. nucleatum culture was kindly provided by Elsa Baufeld
(Friedrich-Loeffler-Institut, University Medicine Greifswald)
after growth on BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood (BD,
Franklin Lakes, USA) under anaerobic conditions in BD GasPak
(EZ pouch system BD, Franklin Lakes, USA). As obligate
anaerobes, bacteria were killed by exposure to oxygen for at
least 72 h keeping their structure unaltered (69). Inactivated
bacteria were scraped off with sterile inoculating loops and
washed in phosphate buffered saline (PBS; PAN-Biotech,
Aidenbach, Germany). After centrifugation for 30 min at 4°C
and 12 000 x g supernatant was discarded and the pellet was
resuspended in PBS.

For stimulation, inactivated bacteria were used in a serial 10-
fold dilution to cover a range of MOI (multiplicity of infection)
between 10 and 1 000 times lower than MOI commonly used for
in vitro infections (45, 70-72).

E. coli
E. coli was cultured in LB medium (Lennox; Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) overnight. The suspension was
centrifuged for 30 min at 4°C and 12 000 x g. The pellet was
resuspended in 96% ethanol (Carl Roth, Karlsruhe, Germany)
and incubated for 5 min to inactivate the bacteria, keeping their
structure unaltered. Afterwards the suspension was washed and
resuspended in PBS. As done with F. nucleatum, only inactivated
bacteria were used in the experiments.

Bacterial concentration was calculated measuring the optical
density assessed by the IMPLEN Nanophotometer as performed
by Tuttle and colleagues (73).

Invasion Assay

4 x 10° HTR8/SVneo cells were treated with inactivated F.
nucleatum (bacteria:cell ratio of 1:100 = 0.01, 1:10 = 0.1, 1:1 =
1,10:1 = 10) or 10 ng/mL LPS for 6 h. Conditioned media (CM)
was collected and spheroids were consequently created in 5%
methyl cellulose in U-well plates overnight. Spheroids were
embedded in matrigel (10 mg/mL; Corning, New York, USA).

After polymerization at 37°C for 2 h the collated CM was added.
The growth of cell branching structures (“Sprouting”) was
observed and documented at the light microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany). The area formed by connected sprout
tips was measured at 0 h, 24 h and 48 h and analyzed
with Image].

Cell Migration

Cell migration of HTR-8/SVneo and BeWo was assessed in a
scratch assay. 2 x 10° trophoblast cells were cultured in a 24-well
plate. Confluent cell monolayer was scratched with a pipette tip.
Medium was aspirated and cells were rinsed with warm (37°C)
PBS twice. Afterwards control media or stimulation media
(positive control EGF (Biomol, Hamburg, Germany) 40 ng/
mL; inactivated F. nucleatum/E. coli 2 x 10% 2 x 10% 2 x 107
2 x 10°) were added. The cell-free area was measured at 0 h and
12 h (HTR8/SVneo) or 30 h (BeWo) (Zeiss, software: ZEN 2012
SP2) with Image] software and MRI Wound Healing
Tool macro.

Cell Viability

Cell viability of HTR8/SVneo, JEG-3 and BeWo was determined
after stimulation with inactivated F. nucleatum using the
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega, Mannheim,
Germany). The assay is based on the capacity of living cells to
convert resazurin (a redox dye) into resorufin (a fluorescent
product). 5 x 10? cells per well were cultured in a 96-well plate.
After 30 min incubation, F. nucleatum suspensions were added
(0; 5005 5 x 10% 5 x 10%). After 2, 24 or 48 h incubation 20 pL
CellTiter-Blue® was added and incubated for 1 h at 37°C.
Fluorescence was measured with BMG FLUOstar OPTIMA
Microplate Reader.

In-Cell Western Assay

E-cadherin expression was determined by In-Cell Western
Assay. 2 x 10* cells per well were cultured in a 96-well plate
and incubated for 3 h at 37°C to assure adequate attachment.
Cells were fixed with 3.7% formaldehyde (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany) in PBS for 20 min at room temperature. Subsequently,
cells were permeabilized by adding cold methanol (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) and shaken on ice for 20 min. Cells were
then washed with PBS and blocked with Odyssey Blocking Buffer
(LI-COR Biotechnology, Bad Homburg, Germany) for 90 min at
room temperature. The cells were then incubated with primary
antibody (E-Cadherin (24E10) Rabbit mAb, Cell Signaling
Technology, Leiden, Netherlands) diluted in Odyssey Blocking
Buffer at 4°C overnight. Cells were washed with washing buffer
[PBS; 0.1% Tween 20 (Carl Roth, Karlsruhe, Germany)] and
incubated with secondary antibody (IRDye® 800CW Goat anti-
Rabbit IgG (H + L), LI-COR Biotechnology, Bad Homburg,
Germany) and DRAQS5 (Cell Signaling Technology, Leiden,
Netherlands), as a normalization control for cell number,
diluted in antibody buffer (Odyssey Blocking Buffer; 0.2%
Tween 20) for 60 min at room temperature. The cells were
washed with washing buffer. The plate was measured with Li-Cor
Odyssey Infrared Imager and analysed with Image Studio
(LI-COR Biotechnology, Bad Homburg, Germany).
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Apoptosis Rate and Cell Cycle Analysis
Apoptosis rate was determined using the FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit II (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) according to manufacturer’s instructions. Cell cycle
analysis was performed with propidium iodide (PI; Sigma-Aldrich,
Schnelldorf, Germany) flow cytometric assay (74). For both
experiments cells were cultured in a 48-well plate. After 30 min
incubation, inactivated F. nucleatum were added (0; 3 x 10% 3 x
10% 3 x 10°). After 2, 24 or 48 h incubation the cells were detached
and stained. Measurement was done using a BD FACSCanto Flow
Cytometer. Data was analysed with FlowJo software.

For cell cycle analysis, cells were stained with 50 ug/ml PI in
hypotonic lysis buffer [0.1% Trinatriumcitrat-2-hydrate
(Carl Roth, Karlsruhe, Germany); 0.1% Triton-X-100 (Sigma-
Aldrich, Schnelldorf, Germany)]. The measurement followed
immediately applying a BD FACSCanto Flow Cytometer. The
Flow]Jo cell cycle analysis tool with univariate pragmatic model
by Watson (75) was used to differentiate between G0/1; S; G2/
M phases.

Determination of Cytokine- and Matrix
Metalloproteinases Secretion

The secretion of cytokines including chemokines (IL-6, IL-8,
CXCL1; IL-1B) and matrix metalloproteinases (MMP-2,
MMP-9) was determined by ELISA (human IL-6; CXCL8/IL-8;
CXCL1/GRO-0; IL-1B; MMP-2; MMP-9 DuoSet ELISA, R&D,
Abingdon, United Kingdom). 1 x 10° cells per well were cultured
in a 24-well plate and incubated for 30 min at 37°C. The cells
were then treated with 0; 10% 10* or 10° inactivated F. nucleatum
or 10° inactivated E. coli. Supernatants were collected after 2 h;
4 h; 8 h; 24 h or 48 h and centrifuged for 10 min at 4°C and
13 000 x g to remove dead cells and bacteria and stored at -80°C.
The ELISAs were performed according to manufacturer’s
protocol. BMG FLUOstar OPTIMA Microplate Reader was
used to assess colour changes and calculate the concentrations.

TLR4 Blocking

5 x 10* HTR8/SVneo cells per well were cultured in a 48-well
plate and incubated for 30 min at 37°C. PAb-hTLR4 (TLR4
blocking antibody; InvivoGen,Toulouse, France) was added.
After 1 h incubation the cells were stimulated with 5 x 10*
inactivated F. nucleatum. Supernatants were collected after 48 h
and stored at -80°C.

Multiplex Assay

5 x 10* HTR8/SVneo or 10° BeWo cells per well were cultured in
a 48-well plate. After 1 h incubation the cells were stimulated
with inactivated 5 x 10* F. nucleatum. After 48 h, the supernatant
was discarded, and the cells were lysed following the protocol
provided by the analyzing kit manufacturer. Proteins (3,7 - 12,2
ug per well as assessed by BCA assay) were analyzed using the
NF-xB Signaling 6-plex Magnetic Bead Kit (Merck-Millipore,
Massachusetts, USA) and measured in a Bio-Plex 200 System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Data was expressed as
fluorescence intensity normalized to the protein amount per
well (IF/ug).

Immunofluorescence

8 x 10 cells per well were seeded in 160 pg/mL collagen G coated
p-Slides (Ibidi, Munich, Germany) and incubated overnight at
37°C in their corresponding media. The following day, TLR4
(PAb-hTLR4 (5 pg/mL), VIPER (5 uM; TLR4 Inhibitor Peptide
Set, Novus Biologicals, Wiesbaden Nordenstadt, Germany) and
Pitstop 2 (50 uM; Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany) were
added to the corresponding wells 1 h before treatment with
inactivated F. nucleatum in a 1:1 proportion. After 1 h
stimulation, culture media was discarded and cells were fixed
with 4 % paraformaldehyde. Immune staining was performed
with Phospho-NF-kB p65 (Ser536) (clone 93H1; 1:200) Rabbit
mADb or B-Catenin (clone L54E2; 1:200) Mouse mAb
(CellSignalling Technology, Frankfurt, Germany) overnight.
The staining with secondary antibodies was performed for 2 h
at RT in the dark with Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 594
(ThermoFisher Scientific, Schwerte, Germany) and Goat anti-
Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, Schwerte, Germany),
both in a concentration of 1:500. Slides were stained with 1 ug/
mL Hoechst 33258 and analyzed on a Zeiss Axiom microscope at
60x. The exposure time was set constant for each cell line across
experiments (green channel: 840 ms; red channel: 400 ms; blue
channel: 17 ms). The quantification of fluorescence signal was
performed with ZEN 2012 Blue Edition.

Statistics

Experiments were performed independently in replicates as
described in the figure legends. Data were analyzed by
GraphPad Prism 5 and 8. Data were assumed normally
distributed. For the effect of bacterial treatment on trophoblast
biology concerning invasion, migration, viability, apoptosis, cell
cycle and cytokine expression Repeated Measures ANOVA with
Dunnett’s multiple comparison post test or Sidak’s multiple
comparison test was performed. Significant differences were
indicated with asterisks *p.q; < 0.05; **p,q; < 0.01; and
“4p. g < 0.001.

RESULTS

High Concentrations of Inactivated F.
nucleatum Reduce Trophoblast Viability
During the remodelling of spiral arteries, trophoblast invasion is
associated with a constant turnover including cycles of apoptosis
and cell growth (76). We assessed cell viability in trophoblasts
treated with F. nucleatum (Figure 1A). No effect on HTR8/
SVneo viability was observed at 2 h. Compared to unstimulated
control, the viability of HTR8/SVneo cells was significantly
reduced after 24 and 48 h after stimulation with F. nucleatum
concentrations of 1 bacterium per cell and 10 bacteria per cell.
Similar to HTR8/SVneo, JEG-3 viability was significantly
reduced after 24 h and 48 h but only by a concentration of 10
bacteria per cell at 24 h and 48 h. In contrast to HTR8/SVneo and
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FIGURE 1 | Reduced viability and increased apoptosis rate of HTR8/SVneo cells was seen in response to high concentrations of inactivated F. nucleatum. Bar
graphs represent viability of trophoblast cell lines after stimulation with F. nucleatum normalized to respective controls (A). Representative plots for the analysis of
apoptosis rate of HTR8/SVneo, JEG-3 and BeWo cells by flow cytometry (B left). Bar graphs show apoptosis rate of trophoblast cell lines after stimulation with F.
nucleatum normalized to respective controls (B right). Normalized data represent the quotient of each value to the mean of untreated controls. Data are presented as
mean + SEM. *Pagj < 0.05; “pagj < 0.01; **pag; < 0.001 as analysed by Repeated Measures ANOVA with Dunnett’s multiple comparison post test, comparing each
treatment against the corresponding control. Experiments were performed 6 times in sixtuplicate (A) or in triplicates (B). Each point represents the mean value of the
replicates for each experiment. Ctl, control; Fus, ratio of F. nucleatum to cell number.

JEG-3, BeWo cells showed a different pattern in their viability
after treatment with F. nucleatum. While all F. nucleatum
concentrations increased viability after 2 h, concentrations of 1
and 10 bacteria per cell had a negative effect on viability after
48 h.

Overall, we observed that the viability of the cell lines varied
in response to treatment with inactivated F. nucleatum. High
concentrations of inactivated F. nucleatum decreased viability of
HTR8/SVneo and BeWo cells after 24 and 48 h treatment.

In contrast, a short stimulation with bacteria (2 h) enhanced
cell viability in BeWo cells.

Higher F. nucleatum Concentrations
Increase Apoptosis Rate in HTR8/SVneo
and BeWo

Considering the effects of F. nucleatum treatment on trophoblast
viability, the apoptosis rate was consequently assessed
(Figure 1B). In HTR8/SVneo, a significant increase of the
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frequency of apoptotic cells by all F. nucleatum concentrations
was visible after 2 h and 24 h. After 48 h, the apoptosis rate was
increased by F. nucleatum concentrations of 1 bacterium per cell
and 10 bacteria per cell but not by concentrations of 0.1
bacterium per cell.

In contrast to HTR8/SVneo, the apoptotic rate of both
choriocarcinoma cell lines was less affected by inactivated F.
nucleatum. While apoptosis in JEG-3 cells was not influenced by
the treatment, BeWo cells increased apoptosis rate by F.
nucleatum concentrations of 10 bacteria per cell at 2 h and 24 h.

In terms of induction of apoptosis, HTR8/SVneo cells showed
an increased susceptibility to F. nucleatum compared to BeWo
and especially JEG-3 cells.

Lower Concentration of F. nucleatum
Supports Trophoblast Invasion
To test our hypothesis that low concentrations of F. nucleatum
may improve trophoblast invasiveness, an invasion assay using
trophoblast spheroids embedded in matrigel was performed
(Figures 2A, B). After treatment with F. nucleatum, the
sprouting area formed by connecting sprout tips was assessed
after 48 h and normalized to the initial spheroid area at 0 h.
HTR8/SVneo cells tended to increase invasion depth (area
formed by the connection of the outer sprout tips) with rising
bacterial concentration. Compared to the control, this increase
was significant for 0.1, up to 1 bacteria per cell but decreased to
control level with higher bacterial concentration (10 bacteria
per cell).

Lower Bacterial Amounts Do Not Affect
Trophoblast Migration

Invasion is a complex mechanism of matrix degeneration and
cellular motility. In order to determine the mechanisms by which
F. nucleatum promoted trophoblast invasiveness, we studied effects
of bacteria treatment on cell migration. In contrast to the effects
observed in invasiveness, no significant effects were observed for
the treatment with low concentrations of bacteria up to a ratio of
one bacterium per cell. However, treatment with F. nucleatum at a
ratio of 10 bacteria per cell lead to a significant decrease in the
migratory capacity of HTR8/SVneo (Figures 2C, D).

E. coli treatment did not significantly influence migration of
HTR8/SVneo. On BeWo cells, neither E. coli (data not shown)
nor F. nucleatum stimulation had any significant effect on cell
migration (Figure 2C).

As the re-growth of the scratched area depends not only on
cell viability but also proliferation, we moved forward to assess
this in trophoblasts treated with F. nucleatum.

F. nucleatum Induces Growth Arrest
in JEG-3 and BeWo but Turnover in
HTR8/SVneo

To test the biological effect of F. nucleatum on trophoblast
proliferation behaviour, we investigated the cell cycle phases
with DNA staining and flow cytometry (Figure 3).

In the HTR8/SVneo cell line, F. nucleatum induced an
increment of the proportion of cells in the G2/M phase at

ratios 1 and 10 bacteria per cell. After 24 h, this was
accompanied by a decrease of cells in S phase. The effects of
0.1 bacteria per cell were observed only after 48 h. Here, an
increment of the of the GO/G1 phase and a decrease of S phase
was induced after treatment.

In contrast to HTR8/SVneo cells, JEG-3 cells reacted to the
treatment with F. nucleatum by through a reduction of the G2/M
phase after 2 h (at ratios 1 and 10) and 24 h (all concentrations).
These changes were accompanied by an increment of the G0/G1
phase and, after 24 h, a reduction of the S phase. After 48 h, only
significant changes in the GO/G1 phase (an increment) could be
observed at ratios 1 and 10.

Similar to JEG-3 cells, F. nucleatum treatment led to a
reduction of the G2/M phase (after 2 h at ratios 1 and 10, after
24 h at a ratio of 0.1) and an accumulation of cells in the G0/G1
phase (after 2 h at ratios 1 and 10, after 24 h for all ratios) in
BeWo cells. Ratios of 10 bacteria per cell also reduced the S phase
after 24 h and 48 h.

Overall, we observed that F. nucleatum treatment led to an
increased proportion of cells in G2/M of HTR8/SVneo, but to an
accumulation of cells in GO/G1 of JEG-3 and BeWo.

F. nucleatum Treatment Induces Secretion
of Pro-Invasive Mediators in HTR8/SVneo
but Not in BeWo

Certain pro-inflammatory cytokines, acting paracrinally or
autocrinally, promote invasion of trophoblasts. Furthermore,
trophoblasts secrete matrix metalloproteinases (MMPs)
facilitating the invasion of trophoblasts. We analyzed the effect
of F. nucleatum treatment on the secretion of pro-inflammatory
cytokines and MMPs in trophoblasts cell lines.

CXCL1, IL-8 and MMP-9 were only detectable in the
supernatants of HTR8/SVneo, but not in BeWo nor JEG-3
supernatants (Figure 4A). The chemokine CXCL1 was induced
after 24 h and 48 h of treatment with F. nucleatum at a ratio of 1
bacterium per HTR8/SVneo cell. Similarly, after 24 h an
induction of IL-8 and MMP-9 secretion could be detected at a
ratio of 1 bacterium per HTR8/SVneo cell. In contrast, E. coli
stimulation induced the secretion of CXCL1, IL-8 and MMP-9 in
al time points analyzed.

IL-6 and MMP-2 were detectable in the supernatants of both
HTR8/SVneo and BeWo (Figure 4B).

The secretion of IL-6 by HTR8/SVneo was increased by F.
nucleatum as well as E. coli stimulation in all time points. In
contrast, the treatment of BeWo cells with F. nucleatum led to a
decreased IL-6 secretion, while no effect of E. coli treatment could
be observed. Similarly, F. nucleatum stimulation induced MMP-
2 secretion from HTR8/SVneo, but decreased it in BeWo cells.
No significant effect was observed after treatment with E. coli in
both cell lines.

IL-1P concentration was below the detection threshold of 250
pg/mL in all trophoblast cell supernatants.

Similar to the previous results, HTR8/SVneo showed a
stronger reaction as compared to BeWo. High bacterial
concentrations led to a stronger secretory response in HTR8/
SVneo (CXCLI, IL-6, IL-8, MMP-2 & -9). However, in BeWo
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FIGURE 2 | Low concentrations of inactivated F. nucleatum promote HTR8/SVneo invasion; high concentration of inactivated F. nucleatum impairs migration of
HTR8/SVneo cells. HTR8/SVneo cells were stimulated with F. nucleatum for 6 h using indicated bacteria:trophoblast ratios. After culture in methyl cellulose-
containing medium, spheroids were embedded in matrigel and observed to analyse invasive behaviour (A, B). Bar graph shows relative sprouting expansion after 48
h normalized to spheroid size at 0 h (A). Data are presented as mean + SEM and were analysed by Repeated Measures ANOVA with Dunnett’s multiple comparison
post test, comparing each treatment against the corresponding control. “p,g < 0.05 Representative microscopic images are shown (B). Experiments were
performed 6 times. Scratch assay was performed to assess the migratory behaviour of bacteria-treated trophoblasts (C-E). EGF was used as positive control.
Inactivated bacteria were added in different ratios (0.01; 0.1; 1; 10 bacteria per trophoblast cell). Bar graphs represent relative area recovered by HTR8/Svneo
treated with either F. nucleatum (above) or E. coli (below) after 12 h (C) or BeWo treated with F. nucleatum after 30 h (E) normalized to unstimulated control. Data
are presented as mean = SEM. *pag < 0.05; **Ppagj < 0.001 as analysed by Repeated Measures ANOVA with Dunnett’s multiple comparison post test, comparing
each treatment against the corresponding control. Experiment was performed 6 times in quadruplicate (C) or triplicate (E). Each point represents the mean value of
the replicates for each experiment. Representative microphotographs of HTR8/SVneo taken with a 10 x objective taken after 0 and 12 h of the scratch (D). EGF,
epidermal growth factor; Ctl, control.

cells responded with a decreased release of the investigated
factors (IL-6, MMP-2) even with the low bacterial concentration.

NF-xB Mediates TLR4 Dependent F.
nucleatum Actions on HTR8/SVneo Cells
The differences in the response to bacteria between HTR8/SVneo
and both, JEG-3 and BeWo cell lines, suggested that there may be
differences in the ability to sense F. nucleatum.

Since the interaction between F. nucleatum protein FadA and
epithelial cells results from the interaction with E-cadherin (44),
the basal expression of E-cadherin on the cell lines was assessed
(Figures 5A, B). The relative E-cadherin signal (normalized as a
ratio to HTR8/SVneo signal) was ~10 times higher in BeWo and
JEG-3 than in HTR8/SVneo.

Besides the interaction with E-cadherin, gram-negative bacteria
can be sensed by their LPS via TRL4 signalling and cause a pro-
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FIGURE 3 | Inactivated F. nucleatum increases the frequency of HTR8/SVneo cells in G2/M phase and JEG-3 and BeWo G0/1 phase. HTR8/Svneo, JEG-3 and
BeWo were stimulated with different concentrations of F. nucleatum. Cell cycle analysis was performed after 2, 24 or 48 h. Representative cell cycle analysis of
unstimulated control and Fus10 (A). Bar graphs show percentages of cells in the different cell cycle phases (B). Data are presented as mean + SEM. *p,g < 0.05;
“Pagj < 0.01; ™Ppagj < 0.001 as analysed by Repeated Measures ANOVA with Dunnett’s multiple comparison post test, comparing each treatment against the
corresponding control. Experiments were performed 6 times in triplicate. Each point represents the mean value of the replicates for each experiment. RMDS, Root
Mean Square Deviation; GO/G1 and G2/M main peak modeled as a Gaussian distribution, S calculated; CV, Coefficients of Variation; Ctl, control; Fus, ratio of F.

inflammatory reaction as observed in HTR8/SVneo. Interestingly, it
has been observed that BeWo respond less sensitively to LPS
stimulation than other trophoblast cells lines as JEG-3 and do not
follow classical NF-kB pathway activation (77). In order to determine
the impact of TLR4-dependent signalling, we performed the
experiments in the presence and absence of a TLR4-blocking
antibody (Figure 5C). The presence of the antibody led to a
significant dose-dependent reduction of F. nucleatum-induced IL-6
secretion in HTR8/SVneo. Furthermore, F. nucleatum induced the
activation of the NF-xkB pathway, leading to increased
phosphorylation of the The IkB kinase o (IKKar) in HTR8/SVneo
while no activation of IKKo was detected in BeWo cells (Figure 5D).

To gain further insights into the signaling pathways triggered
by F. nucleatum following TLR4 and E-cadherin activation, NF-
KB and -catenin were analyzed microscopically in the presence
of inactivated F. nucleatum and inhibitors of TLR4 and E-

cadherin pathways. Untreated HTR8/SVneo and BeWo cells
showed cytoplasmic expression of NF-xB. After 1 h treatment,
NF-xB was detected predominately close to and within the
nucleus of HTR8/SVneo cells (Figure 6, top). The addition of
TLR4-blocking antibody or the inhibitor TLR4-VIPER prior to
bacterial treatment reverted this activation.

The transcription factor 3-catenin mediates E-cadherin signals
triggered by the binding of the F. nucleatum FadA adhesin
molecule. BeWo cells displayed higher levels of B-catenin
expression than HTR8/SVneo cells. Nuclear localization of B-
catenin was found in a low number of cells BeWo, slightly more
frequently after treatment with F. nucleatum. The use of the B-
catenin inhibitor Pitstop 2 led to a slightly less, but not significant
reduction of B-catenin signal after F. nucleatum treatment.

This data confirms that F. nucleatum triggers TLR4/NF-xB
pathway activation and suggests that E-cadherin/B-catenin

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

August 2021 | Volume 12 | Article 698045


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Heusler et al.

Supportive Microbiota in Early Pregnancy

8h 24h 48h
HTR8/SVneo
25
g 20
e o §1.5
' Fus0.01 < §
“1 Fus0.1 g0
=] Fus1 o5
=1 Ecoli1

e
°

no number given ratio is 1); E. coli 1: ratio of E.coli to cell number = 1.

pathway is likely more predominant in BeWo than in HTR8/
SVneo cells.

DISCUSSION

Although several studies support the idea that bacterial
communities are present in the upper reproductive tract, their
physiological impact remains still speculative. In this work, we
have tested the hypothesis that the presence of low amounts of F.
nucleatum can modulate trophoblast function without eliciting a
major destructive inflammatory response.

It has been postulated that bacteria may exert a modulatory
effect on trophoblast function through interactions between
bacterial LPS and TLR4 expressed on the cell surface (36, 78).
Both E. coli and F. nucleatum are gram-negative bacteria, thus
they can induce LPS-mediated responses. Indeed, several studies
addressed LPS-mediated effects of F. nucleatum in tumorigenesis
and placental pathology (79-83). It is likely that the induction of
pro-inflammatory responses we observed were LPS-mediated as
well. However, certain responses differed between the treatments
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FIGURE 4 | Inactivated F. nucleatum and E. coli augment secretion of pro-inflammatory cytokines and MMPs by HTR8/SVneo cells. Bar graphs represent secretion
of cytokines and matrix metalloproteinases (MMP) by trophoblast cell lines after stimulation with F. nucleatum normalized to respective unstimulated controls (A, B).

Data are presented as mean + SEM. *paqj < 0.05; “Pag; < 0.01; **Ppagj < 0.001 as analysed by Repeated Measures ANOVA with Dunnett’s multiple comparison post
test, comparing each treatment against the corresponding control. Experiments were performed 5 (IL-8, MMP-2 and IL-6 in HTR8/SVneo) or 6 (CXCL1, MMP-9 and
IL-6 in BeWo) times in duplicate. Each point represents the mean value of the replicates for each experiment. Ctl: control; Fus: ratio of F. nucleatum to cell number (if

with F. nucleatum and E. coli (release of cytokines
including chemokines).

As comparable amounts of bacteria have been used,
discrepancies between both responses may be caused by other
bacterial components than LPS. F. nucleatum has several
virulence factors and is known to possess immunomodulatory
properties, including a number of cell-surface components called
adhesins (45, 49-51, 84). The adhesin FadA, for example, binds
E-cadherin and activates NF-xB downstream (44). In the context
of colorectal cancer, F. nucleatum is associated with the
promotion of tumorigenesis and the modulation of the
tumoral immune environment (44, 85, 86). At the same time,
F. nucleatum has the ability to induce modifications of the
extracellular matrix and promote tumor invasion (39, 41, 42,
58). In the fetomaternal interface, these processes are part of
physiological adaptations that permit trophoblast invasion of
uterine spiral arteries. Trophoblasts undergo phenotypical
changes during placentation and in the course of pregnancy.
This includes adaptations in changes of the expression of TLR4
and E-cadherin influencing presumably interactions with LPS
and FadA, on the surface of F. nucleatum.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

August 2021 | Volume 12 | Article 698045


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Heusler et al.

Supportive Microbiota in Early Pregnancy

DRAQS

E-cadherin

o
3
S
>
a
<
4
e
T

Relative E-cadherin expression

JEG-3
BeWo
blank
JEG-3
BeWo
blank

JEG-3
BeWo
HTR8/SVneo

o
£
H
@
E
4
E
x

HTR8/SVneo TLR4 Blocking

° 2,0
oo
oo o

IL-6
Relative secretion

a

0

Fus-

0.5 ug/mL -

0.5 pg/mL + Fus -
5 ug/mL + Fus -
BeWo + Fus

HTI
HTR8/SVneo + Fus
HTR8/SVneo + LPS

—
TLR4 AB

=
2
S
>
o

FIGURE 5 | BeWo and JEG-3 cells, but not HTR8/SVneo cells express high
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analysis (B). IL-6 secretion was assessed in HTR8/SVneo after stimulation with
F. nucleatum in the presence or absence of a TLR4-blocking antibody (C). The
presence of the activated form of IKKa on HTR8/SVneo and BeWo cells was
assessed after stimulation with F. nucleatum or LPS (D). Data are presented as
mean + SEM. The experiment was performed once in sextuplicate (A), six times
in triplicate (C) or five times in duplicate (D). “Paq; < 0.05; ““Ppagj < 0.01; ns, not
significant, as analysed by Repeated Measures ANOVA with Dunnett’s (C) or
Sidak’s (D) multiple comparison post test. Data comparison in (C) was
performed on F. nucleatum treated cells employing the group without TLR4-
blocking antibody as control (“Fus” column).

In our experiments, trophoblast cell lines responded
differently to the same bacterial stimulation. In terms of
antigen recognition, BeWo responds poorly to LPS stimulation
and lacks LPS-mediated activation of the NF-xB pathway (77).
We observed that HTR8/SVneo responded to F. nucleatum
stimulation in a more sensitive way than BeWo and JEG-3. In
contrast to BeWo and JEG-3, HTR8/SVneo E-cadherin
expression levels were lower. This supports the idea that F.
nucleatum shapes the responses of JEG-3 and BeWo by FadA-
E-cadherin interaction. JEG-3 cells, which express both
functional TLR4 and high E-cadherin levels, showed a mild or
an intermediate reaction to bacterial stimulation. Cytokines in
the supernatant of bacteria-treated JEG-3 were under the limit
of detection.

The use of trophoblast cell lines with different TLR4 function
and E-cadherin expression allowed us to evaluate two scenarios,
one in which TLR4-LPS interaction would predominate over

E-cadherin-FadA interactions (HTR8/SVneo), and a second one
where E-cadherin is highly express and TLR4 is less functional
(BeWo) (77). We speculate that the differences observed in the
interaction between F. nucleatum and HTR8/SVneo, JEG-3 and
BeWo cells depend on the balance between the relative
expression of E-cadherin and the induction of TLR4-mediated
signals. A deeper analysis of the activation of the signalling
pathway depicted that, similar to LPS, F. nucleatum induced
activation of the IxB kinase ov (IKK-o), a downstream mediator
of TLR4 activation pathway. Concomitantly, the treatment led to
a nuclear translocation of NF-kB. Furthermore, the use of a
neutralizing antibody against TLR4 resulted in reduce cytokine
production after treatment with F. nucleatum.

In the BeWo cell line, no activation of the TLR4 pathway
could be detected by multiplex analysis. However, nuclear
translocation of NF-kB could be observed microscopically after
1 h treatment. In BeWo, the elevated expression of E-cadherin
and PB-catenin suggests a higher involvement of the E-cadherin/
B-catenin complex in the F. nucleatum-mediated effects on
BeWo cells than in HTR8/SVneo cells. Further research is
needed to determine precisely the molecular components
involved in the interaction between F. nucleatum on BeWo.

Besides cell-line specific responses, we observed that
presumably LPS-mediated actions (those observed in HTR8/
SVneo and that were similar to the stimulation with E. coli)
were only significant after reaching relatively high
concentrations of bacteria. On the other hand, LPS-independent
effects, as we observed in BeWo cells, were also evident with low
concentrations of fusobacteria. F. nucleatum is a bacterium with
proven placental tropism (87-90) and F. nucleatum infections
have been associated with intra-amniotic infection and
the induction of preterm birth (91-93). The involvement
of F. nucleatum in early pregnancy disorders needs to be
further investigated. First trimester infections are associated
to placenta development problems (94-97). In the context
of malaria, Plasmodium-infection affects the placental
vascular development, as seen by a reduced transport capacity,
syncytiotrophoblast knotting, thickening of the basal membrane,
decreased trophoblast invasion and inflammatory disorders
(disruption of the cytokine milieu and immune cell recruiting)
(98). Our data suggests that uncontrolled infections with
F. nucleatum in early pregnancy might impact placental
development as well.

However, the presence of bacteria does not necessarily
indicate an infection. It has been observed that trophoblasts
can modulate the response of immune cells to LPS, leading to
contradictory effects between low and high dose stimulations
(99). This has been discussed as a possible mechanism to prevent
excessive pro-inflammatory reactions leading to fetal damage.
The benefit of weak LPS stimulation to restore fertility has been
observed in animal models. Cows with purulent vaginal
discharge treated with a low dose of LPS showed improved
pregnancy rate as compared to treatment with high LPS
concentrations (100, 101). Although, eutherian mammal
placentation varies in their invasive and opposing nature
between fetus and maternal tissue (humans: hemochorial,
ruminants: synepitheliochorial), it is driven by mild
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FIGURE 6 | Inactivated F. nucleatum induces NF-kB and B-catenin nuclear translocation. Immunofiuorescence of NF-kB (top; green) and B-catenin (bottom; red) of
untreated or inactivated F. nucleatum-treated (1 h, MOI = 1) HTR8/SVneo and BeWo cells. Some wells were previously treated with a neutralizing antibody against
TLR4 (PAb-hTLR4 (5 pg/mL), the viral inhibitory peptide of TLR4 (VIPER; 5 uM) or Pitstop 2 (known to interfere with E-cadherin/B-catenin signaling) 1 h before
bacteria treatment. Nuclei were stained with Hoechst 33258 (blue). Pictures were taken at 60x and the mean fluorescence intensity (MFI) of each channel were
quantified in the nuclei (small red circles). All pictures were taken using the same exposure time (green channel: 840 ms; red channel: 400 ms; blue channel: 17 ms).
Data (left) depict the MFI (mean + SEM) of either NF-xB or B-catenin normalized to background (big red circle) for each picture shown. Data comparison was
performed by ANOVA Kruskall-Wallis test with Dunns multiple comparison test using F. nucleatum treated cells as control (“Fus” column). *pagj < 0.05; *pag < 0.01;
Pagy < 0.0001; ns, not significant.
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immunological activation, which is limited as exuberant
activation would cause rejection. The studies describing
mechanisms suppressing excessive pro-inflammatory responses
at the fetomaternal interface suggest that the presence of bacteria
in low concentrations or bacterial products can be well tolerated.
Furthermore, it has been speculated that a weak, non-destructive
activation of immune cells may actually be favorable in early
pregnancy events as well (36, 37).

In order to evaluate possible mechanisms in which low, non-
infective concentrations of bacteria may promote early
pregnancy events, we studied the F. nucleatum-trophoblast
interactions in vitro. In our experimental setup, we evaluated
the role of increasing concentrations of F. nucleatum in a range
which lies between 10 and 1 000 times lower than MOIs used in
infection based in vitro experiments. Using this range, we aimed
to detect the concentrations where the positive effects of F.
nucleatum on trophoblast function overcome destructive
excessive inflammatory responses. The analysis of the
invasiveness of HTR8/SVneo depicts this concept perfectly,
where a maximum effect can be observed around Fus0.1-1,
while lower or higher concentrations seem to be less effective.
Unfortunately, due to the fast migratory kinetics of HTR8/SVneo
cells, it was not possible to perform the scratch assay at the same
time point as the invasion assay. 12 h might be a precipitated
time point to evidence positive effects of lower F. nucleatum
concentrations on cell migration.

It can be speculated that the lower the concentration of F.
nucleatum is, the weaker its effect on the release of soluble
mediators that promote trophoblast invasiveness shall be (see
schematic overview, Figure 7). In contrast, as the concentration
of F. nucleatum increases, the excessive inflammatory effects on
trophoblast may negatively affect their function. Indeed, the
highest F. nucleatum concentration significantly dampened
trophoblast migration, which also brought trophoblast invasion
down to control levels.

The analysis of cell survival and the apoptosis rate after F.
nucleatum treatment suggests that the negative effects on
migration observed might be related to the reduced viability or
an altered cell cycle after treatment. These negative effects of F.
nucleatum increased with the concentration and were more
evident in the HTR8/SVneo cell line.

After evidencing the effects that might negatively impact on
trophoblast function, we focused on the factors that may improve
it, especially under treatment with low concentrations of F.
nucleatum. A factor by which bacteria could promote
placentation is by induction of MMPs which facilitate
trophoblast invasion. MMPs dysregulation is associated to
pregnancy problems (102). Deficient MMP expression may lead
to hypertensive disorder and preeclampsia. Excessive MMP release,
however, can lead to dysfunctional placentation. In this concern,
we observed that F. nucleatum could modulate MMP secretion.

We have also explored the capacity of bacteria to affect the
release of immune mediators that may affect directly or indirectly
functional aspects of trophoblast biology. Trophoblasts release
immune mediators that: 1) recruit and modulate the function of
several leukocytes populations (decidual NK cells, macrophages,
etc) and 2) collaborate with crucial steps of placentation (103,

F. nucleatum

Invasion N
Migration e
Viability \
Apoptosis _/

G2/M
S
G0/G1

CXCL-1,IL-8,IL-6 __—
MMP-2, MMP-9 ____—

FIGURE 7 | Overview of the schematic effects of rising inactivated F.
nucleatum concentrations on HTR8/SVneo. Main results of HTR8/SVneo
trophoblastic cells in response to in vitro stimulation with F. nucleatum are
summarized. F. nucleatum induced HTR8/SVneo invasion, secretion of
soluble mediators (CXCL1, IL-6 and IL-8) and metalloproteinases (MMP-2 and
MMP-9). As concentrations of F. nucleatum increased, these did not improve
invasiveness, hindered migration, reduced cell viability and induced alterations
in the cell cycle.

104). As the treatment with F. nucleatum affected some of these
cytokines, we speculate that these may later influence leukocyte
recruitment and function and indirectly trophoblast function. In
this scenario, chemokines induced by F. nucleatum may act
synergistically with the arrival of leukocytes that are known to be
important players of placental development, as macrophages and
NK cells.

The fact that the cytokine secretion in HTR8/SVneo was
induced both in response to F. nucleatum and E. coli treatment
led us to a hypothesis that this effect was mediated by LPS.
Furthermore, there was no induction of cytokine secretion by
BeWo cells, which have a less sensitive TLR4-pathway. Finally, we
showed that blocking or inhibition of TLR4 reduced the NF-xB
activation and cytokine secretion in F. nucleatum-treated HTR8/
SVneo cells. We postulated that these interactions might be
subjected to spatiotemporal conditions in the course of
pregnancy, since trophoblast undergoes local and temporal
changes in the expression of both TLR4 and E-cadherin. During
first trimester, TLR4 is expressed by villous cytotrophoblast (CTB)
and extravillous trophoblast cells (EVT), but not by
syncytiotrophoblasts (105, 106). At term, TLR4 is expressed
predominantly by syncytiotrophoblasts (105, 107). This pattern
is thought to protect the first trimester fetus from deleterious pro-
inflammatory responses caused by bacteria. On the other hand, E-
cadherin is expressed in CTB but it is downregulated as EVTs
acquire a more invasive phenotype.
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In this scenario, F. nucleatum might interact with EVT
secreting MMPs and inducing invasion through the decidual
extracellular matrix, pro-inflammatory cytokines (including
chemokines) to recruit and interact with decidual leukocytes.
The presence of low concentrations of F. nucleatum could
support the function of EVT. CTB, on the contrary, are in
closer contact to the growing fetus. An excessive pro-
inflammatory environment generated by activation of CTB
could threaten fetal health.

The presence of bacteria in the placenta has been reported by
histological techniques and later further investigated by
molecular-based methods (29, 108, 109). Furthermore, as these
studies are based on the detection of DNA, it cannot be clearly
distinguished between bacteria and their products. In our
experiments, however, we used inactivated cells. This means
that bacterial components that reach target cells may induce
similar responses. Furthermore, several gram-negative bacteria
including F. nucleatum are characterized by the production and
release of outer membrane vesicles (OMV). OMYV play different
roles (including bacterial communication, the modulation of
virulence and immune response). As they are small enough to
penetrate mucosal barriers, a remote modulatory mechanism of
trophoblast function by F. nucleatum cannot be ruled out.

Based on our data, we suggest that the presence of low-
concentration of commensal bacteria or bacterial products do
not represent a threat to early pregnancy per se. Although the
used concentrations only approached in vivo amounts, low
bacterial concentrations may mildly stimulate trophoblast cells
and support their invasive character. As the upper reproductive
tract microbiome may deliver clues to possible, but yet unknown
physiological regulation of trophoblast function, we encourage
further research to elucidate their constructive role during early
pregnancy. Precisely during the review process of this
manuscript, a new study showing that Lactobacillus crispatus
can promote HTR-8/SVneo invasion supports this idea and
reinforces the need for deeper research on this field (110).
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